




UNIVERSIDAD DE SANTIAGO DE COMPOSTELA 
FACULTAD DE QUÍMICA 












Desarrollo y optimización de metodología analítica para la determinación 









Memoria para optar al grado de Doctor en Química 




 Dña. Pilar Bermejo Barrera, Catedrática de Universidad y Directora del 
Departamento de Química Analítica, Nutrición y Bromatología de la Universidad 









 Que la memoria titulada “Desarrollo y optimización de metodología 
analítica para la determinación de hidrocarburos aromáticos policíclicos 
(PAHs) en matrices medioambientales”, que para optar al grado de Doctor 
en Química presenta Luis Pensado Gómez-Ulla, ha sido realizada bajo la 
dirección de las Profesoras Titulares María del Carmen Casais Laíño y María 
del Carmen Mejuto Martí en el Departamento de Química Analítica, Nutrición y 
Bromatología de la Facultad de Química de la Universidad de Santiago de 
Compostela. 
 
 Y para que así conste, firmo el presente informe en Santiago de 












 Dña. María del Carmen Casais Laíño y Dña María del Carmen Mejuto 
Martí, Profesoras Titulares del Departamento de Química Analítica, Nutrición y 









 Al licenciado Luis Pensado Gómez-Ulla la presentación de la memoria 
titulada “Desarrollo y optimización de metodología analítica para la 
determinación de hidrocarburos aromáticos policíclicos (PAHs) en 
matrices medioambientales”, que ha realizado bajo su dirección en el 
Departamento de Química Analítica, Nutrición y Bromatología de la Facultad de 
Química de la Universidad de Santiago de Compostela, para optar al grado de 
Doctor en Química. 
 
 Y para que así conste, firmamos el presente informe en Santiago de 
























 En el momento de escribir estas palabras de agradecimiento, creo que 
es cuando uno echa la vista atrás y toma conciencia realmente de lo que 
significa haber llegado hasta aquí, la satisfacción y el orgullo que ello 
supone. Han sido varios años rodeado de cromatógrafos (creo que me será 
imposible olvidar ese repetitivo sonido del inyector automático... a mi y 
posiblemente a mis compañeros, que también lo padecieron), de PAHs, esos 
compuestos con los que uno acaba soñando que se le pegan hasta en las 
paredes de casa, y de esos programas informáticos mágicos capaces de 
exprimir la información de 4 sencillos experimentos. Pero sobre todo, han 
sido unos años rodeado de gente con la que me gustaría compartir buena 
parte del mérito de esta tesis.  
 
 Carmela y Mamen, para vosotras es mi primer agradecimiento, 
porque vosotras habéis sido las artífices de esto, por todo lo que he aprendido 
de vosotras, no solo en lo profesional, sino también en lo humano. 
 
 En segundo lugar, debo dar las gracias con toda sinceridad a todos los 
profesores del grupo de investigación porque de todos ellos en algún momento 
he obtenido la ayuda que he necesitado, y a todos mis compañeros. Para uno 
al que le han salido canas en su estancia en el IIAA, resultaría imposible 
nombrar a todos los que han pasado por el laboratorio, pero sí me gustaría 
mencionar de forma particular a aquellos con los que he tenido la suerte de 
trabajar codo con codo. A Jose, que hace fácil lo difícil… o difícil lo fácil, el 
culpable de enredar con un tercer disolvente las separaciones que toda la vida 
se hicieron con dos; a Elena, porque ella tiene gran parte del mérito del 
trabajo de composición de muestras; a Carmen y a Eva, agitadoras 
incansables de embudos de decantación, con las que compartí tantísimo 
 tiempo ejercitando el brazo; a Tito por tantas tardes limpiando rodaballos 
del tamaño de una uña; a Maite, mi sucesora en el HPLC, y compañera en 
las últimas semanas de trabajo; y a Charo, que desde la distancia, vía MSN, 
fue mi cómplice en el continuo contrabando de separatas en el momento de 
escribir esta memoria. 
 
 Debo agradecer al departamento de Química Analítica, Nutrición y 
Bromatología los medios que ha puesto a mi disposición, y a la Xunta de 
Galicia y la Universidad de Santiago de Compostela por las becas 
concedidas. 
 
 Finalmente,  aunque su influencia sobre este trabajo haya sido menos 
directa, con toda seguridad no ha sido menos importante: quiero agradecer a 
todos mis amigos el estar siempre ahí, por llevar en muchos casos más de un 
cuarto de siglo a mi lado; a mis padres, a mi hermana y a Pili, por el apoyo 
incondicional en este trabajo sobre el que pocas veces he tenido la 
generosidad de hablaros y corresponder a vuestro constante interés. Claro 



























CAPÍTULO I: INTRODUCCIÓN                1 
 
1. Estructura y propiedades de los PAHs               4 
 
2. Formación y distribución en el medio ambiente              8 
 2.1. Mecanismos de formación               8 
 2.2. Formación en el medioambiente            10 
  2.2.1. Procesos naturales             10 
  2.2.2. Procesos antropogénicos            11 
     A) Emisiones por combustión            11 
     B) Contaminación por derivados del petróleo y carbón         12 
     C) Producción directa de PAHs            13 
 2.3. Distribución y persistencia en el medioambiente          16 
 
3. Efectos en la salud                19 
 3.1. Referencias a la toxicidad de los PAHs            19 
 3.2. Toxicología de los PAHs             21 
 3.3. Metabolismo               24 
 
4. Legislación sobre PAHs               25 
 
CAPÍTULO II: OBJETIVOS               31 
 
CAPÍTULO III: OPTIMIZACIÓN DE LA SEPARACIÓN CROMATOGRÁFICA  
DE PAHs EN GRADIENTE TERNARIO             35 
 
1. Introducción                37 
 1.1. La cromatografía líquida de alta resolución           37 
 1.2. Nuevas fases estacionarias: Columnas monolíticas          41 
 1.3. Optimización de separaciones cromatográficas en gradiente  
 con fase móvil ternaria              45 
  1.3.1. Eluciones en gradiente            45 
  1.3.2. Optimización mediante el programa PREGA          47 
 
2. Material, instrumentación y reactivos             51 
  2.1. Material e instrumentación             51 
 2.2. Reactivos                52 
 
3. Parámetros característicos del equipo             52 
 
4. Diseño experimental               55 
 4.1. Columna Vydac 201 TP52             56 
 4.2. Columna Chromolith RP-18e             61 
 
5. Optimización                66 
 5.1. Columna Vydac 201 TP52             70 
 5.2. Columna Chromolith RP-18e             72 
 
6. Conclusiones                78 
 
CAPÍTULO IV: COMPOSICIÓN ESTRATÉGICA DE MUESTRAS EN 
 EL ANÁLISIS DE PAHs EN AGUA POTABLE            83 
 
1. Introducción                83 
 1.1. Los PAHs en aguas superficiales            83 
 1.2. Metodología de análisis de PAHs en aguas superficiales         86 
 1.3. Composición de muestras mediante diseño experimental         90 
  1.3.1. Composición de muestras convencional          90 
  1.3.2. Composición estratégica de muestras (SSC)         92 
 
2. Material, instrumentación y reactivos             94 
 2.1. Material e instrumentación             94 
 2.2. Reactivos                96 
 
3. Almacenamiento de las muestras y lavado del material           96 
 
4. Método analítico                98 
 4.1. Extracción de la muestra             98 
 4.2. Condiciones cromatográficas             99 
 4.3. Parámetros de validación del método          101 
 
5. Composición de muestras             102 
 5.1. Fundamentos             102 
 5.2. Composición de muestras de agua contaminadas por PAHs       105 
 5.3. Automatización del proceso de composición         108 
 
6. Resultados analíticos             110 
 6.1. Análisis de las muestras            110 
 6.2. Regresión de los resultados           111 
 
7. Conclusiones              117 
 
CAPÍTULO V: EXTRACCIÓN DE PAHs EN MUESTRAS DE 
 MADERA MEDIANTE ENERGÍA DE MICROONDAS         121 
 
1. Introducción              121 
 1.1. Los PAHs como contaminantes de la madera:  
 El uso de la creosota             121 
 1.2. Metodología de análisis de PAHs en maderas         124 
 1.3. Optimización mediante diseños de experimentos        127 
  1.3.1. Factores            128 
  1.3.2. Respuestas            128 
  1.3.3. Matriz de experimentos          128 
 
2. Material, instrumentación y reactivos           130 
 2.1. Material e instrumentación           130 
 2.2. Reactivos              131 
 
3. Preparación de la muestra            132 
 
4. Extracción de la muestra mediante microondas y análisis cromatográfico  133 
 4.1. Ensayos preliminares            133 
 4.2. Extracción con acetonitrilo           134 
 4.3. Análisis de los extractos mediante HPLC         135 
 
5. Evaluación de la homogeneidad de la muestra          139 
 
6. Optimización del método             140 
 6.1. Elección de las variables           140 
 6.2. Diseño de tres factores a dos niveles          141 
 6.3. Análisis de los resultados           144 
   6.3.1. Carta pareto            144 
  6.3.2. Efectos principales           146 
  6.3.3. Interacción entre factores          148 
  6.3.4. Conclusiones del diseño          151 
 
7. Reproducibilidad del método de extracción          152 
 
8. Estudio de la eficacia del método de extracción          153 
 
9. Conclusiones              155 
 
CAPITULO VI: EXTRACCIÓN DE PAHs EN LODOS DE AGUAS  
RESIDUALES MEDIANTE ENERGÍA MICROONDAS         159 
 
1. Introducción              159 
 1.1. Los lodos de aguas residuales: Características e interés 
  de la muestra              159 
 1.2. Metodología de análisis de PAHs en lodos de aguas residuales  163 
 
2. Material, instrumentación y reactivos           169 
 2.1. Material e instrumentación           169 
 2.2. Reactivos              169 
 
3. Determinación del contenido graso de la muestra         170 
 
4. Extracción de la muestra mediante microondas y análisis cromatográfico  171 
 4.1. Ensayos preliminares            171 
 4.2. Extracción e hidrólisis lipídica           175 
  4.2.1. Etapa de extracción           177 
  4.2.2. Etapa de limpieza del extracto         178 
 4.3. Análisis de los extractos mediante HPLC         180 
 
5. Cuantificación de PAHs en la muestra de lodo          182 
 
6. Estudio de la eficacia del método de extracción          183 
 
7. Conclusiones              185 
 
CAPITULO VII: EXTRACCIÓN DE PAHs EN MUESTRAS DE  
PESCADO MEDIANTE MSPD            189 
 
1. Introducción              189 
 1.1. Los PAHs como contaminantes del pescado         189 
 1.2. Metodología de análisis de PAHs en pescados        194 
 1.3. Dispersión de matriz en fase sólida (MSPD)         195 
 
2. Material, instrumentación y reactivos           199 
 2.1. Material e instrumentación           199 
 2.2. Reactivos              199 
 
3. Preparación de la muestra            200 
 
4. Determinación del contenido graso de las muestras         201 
 
5. Ensayos preliminares: Elección de los adsorbentes         202 
 5.1. Deshidratación oxidativa           203 
 5.2. Dispersión de la muestra en florisil          204 
 5.3. Elección de los materiales adsorbentes         205 
 
6. Extracción de la muestra y análisis cromatográfico         206 
 6.1. Extracción de la muestra           206 
 6.2. Perfil de elución de los analitos           208 
 6.3. Análisis de los extractos mediante HPLC         209 
 
7. Estudio de la reproducibilidad y eficacia del método         211 
 
8. Validación del método: Extracción de otras muestras de moluscos 
y pescados               213 
 8.1. Extracción de muestras de salmón          213 
 8.2. Validación con un material de referencia         214 
 
9. Conclusiones              215 
 
CAPITULO VIII: CONSIDERACIONES FINALES          219 
 











































 La química ambiental es probablemente la más interdisciplinar de las 
ramas de la química, abarcando aspectos de química orgánica, inorgánica, 
analítica y química física, además de otras ciencias más diversas como 
biología, toxicología, bioquímica y medicina. El verdadero impulso de la química 
ambiental data del siglo XIX, coincidiendo con el desarrollo industrial de los 
países más avanzados. En esta época, la síntesis de nuevas sustancias en la 
fabricación de plásticos, pesticidas, medicamentos, fertilizantes, empleo de 
derivados del petróleo, etc., mejoraron considerablemente las condiciones de 
vida, pero causaron también un enorme aumento de contaminación 
medioambiental. La contaminación del río Támesis a principios de siglo, 
delatada por los malos olores y el desarrollo de enfermedades asociadas con la 
calidad de sus aguas puede considerarse como uno de los detonantes de la 
moderna química ambiental. Desde sus inicios hasta hoy, el desarrollo de esta 
ciencia ha sido muy rápido, con la aparición de técnicas analíticas capaces de 
detectar analitos en niveles de concentración sumamente bajos, recopilación de 
datos para el conocimiento de la distribución, transporte y transformación de 
contaminantes, estudio de la exposición de los seres vivos, etc. 
 
 La contaminación ambiental debida a hidrocarburos aromáticos 
policíclicos (PAHs, del término inglés Polycyclic Aromatic Hydrocarbons) se 
remonta a los principios de la vida. Su origen natural propicia que estos 
compuestos hayan estado siempre ampliamente distribuidos en el 
medioambiente, si bien la industrialización de la sociedad, y especialmente el 
uso creciente de derivados del petróleo y su combustión, ha potenciado la 
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contaminación debida a estos compuestos y el riesgo para los organismos 
vivos. 
 
 Las investigaciones sobre los PAHs comienzan según Simko1 en 1775, 
cuando Sir Percival Pott constató el elevado índice de cáncer de escroto 
detectado en deshollinadores de chimeneas en Londres. Si bien se evidenció 
que el causante del cáncer era el hollín de las chimeneas, en aquel momento 
no fue posible determinar qué compuestos eran los responsables de la 
enfermedad. En 1920, investigadores japoneses descubren que aplicando 
extractos de hollín sobre la piel de ratones, éstos desarrollaban tumores de piel. 
En 1929 se aísla por primera vez el Dibenzo(a,h)antraceno de un extracto de 
hollín en el Chester Beatty Research Institute, y en la década de 1930 se 
descubren las propiedades carcinogénicas del Benzo(a)pireno y el 
Dibenzo(a,h)antraceno, lo cual supuso una gran novedad en la ciencia 
biomédica, puesto que se trataba de la primera evidencia de la inducción de 
enfermedades causadas por moléculas orgánicas relativamente simples, y no 
por microorganismos. En 1953, basándose en estudios epidemiológicos y 
análisis estadísticos, se comprueba el elevado poder cancerígeno del tabaco. 
El análisis del humo y cenizas del tabaco demuestra el alto contenido en varios 
PAHs carcinogénicos, siendo el Benzo(a)pireno el más tóxico de ellos. 
 
1. Estructura y propiedades de los PAHs 
 
 Estructuralmente, los PAHs son un grupo extraordinariamente amplio de 
compuestos formados por varios anillos aromáticos fusionados entre sí. La 
mayoría de ellos están formados por anillos bencénicos. Sin embargo, algunos, 
como el acenafteno y el fluoranteno, contienen en su estructura anillos de 5 
carbonos. 
 
 El Naftaleno, cuya estructura molecular consta de dos anillos 
bencénicos fusionados, está considerado como el más simple de una numerosa 
familia de compuestos cuya complejidad aumenta a medida que el número de 
anillos se incrementa. Existen serias discrepancias sobre el número de posibles 
isómeros conocidos. Estas estimaciones, se vuelven aun más complicadas 
cuando el estudio se extiende a compuestos con sustituyentes tales como 
grupos metilo, nitro, halo, carboxilo, etc. Sin embargo, no todos los PAHs cuyas 
estructuras son conocidas tienen existencia real en la naturaleza, y muchos 
                                                 
1 P. Simko, J. Chromatogr. B, 770 (2002) 3-18. 
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menos tienen interés medioambiental. Por ejemplo, en las series de PAHs 
fusionados linealmente (Naftaleno,  Antraceno, Pentaceno…), la estabilidad 
disminuye a medida que se aumenta el número de anillos. El heptaceno es el 
miembro conocido más largo de esta serie, y su elevadísima reactividad ha 
frustrado todos los intentos de obtenerlo en estado puro. Por el contrario, en las 
series de PAHs fusionados angularmente (Fenantreno, Criseno, Piceno…) no 
se observa esta pérdida de estabilidad, y no está demostrado que haya un 
límite máximo en el número de anillos aromáticos fusionados2.  
 
 El Coroneno, formado por 7 anillos bencénicos, está considerado como 
el PAH de mayor peso molecular con interés medioambiental, mientras que el 
grafito, formado por diversas capas de anillos bencénicos fusionados, debe ser 
considerado como el “último” PAH (el de mayor peso molecular)3. En la Figura 
I-1, se muestran a modo de ejemplo las estructuras moleculares de algunos 
PAHs. 
                                                 
2 R.G. Harvey, Polycylic Aromatic Hydrocarbons, Willey-VCH, New York (1997). 
3 D.W. Connell, D.W. Hawker, M.S.J. Warne, P.P. Vowles, Basic Concepts of 
Environmental Chemistry, Lewis Publishers, Boca Ratón, New York (1997). 





Figura I-1: Estructura molecular de algunos PAHs de interés. 
 
Naftaleno Acenaftileno Acenafteno Fenaleno Fluoreno 
Fenantreno Antraceno Fluoranteno Pireno 
Benzo(a)antraceno Criseno Benzo(b)fluoranteno Benzo(k)fluoranteno 




Coroneno Trinaftileno Ovaleno 
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 Los PAHs son compuestos sólidos a temperatura ambiente, incoloros, o 
de color blanco o amarillo-verdoso pálido4. Su estructura de anillos aromáticos 
conjugados les confiere, como en el caso del benceno, una gran estabilidad 
química en condiciones normales5, motivo por el cual están clasificados dentro 
del grupo de los POPs (contaminantes orgánicos persistentes). Son moléculas 
con baja solubilidad y poco volátiles en general6. A temperatura ambiente son 
sólidos, siendo el naftaleno el más volátil de todos ellos, con un punto de fusión 
de 81ºC y un punto de ebullición de 218ºC. El punto de fusión, en general, 
aumenta con el peso molecular, al igual que el punto de ebullición.  
 
 Tienen muy baja polaridad, y por tanto son muy poco solubles en agua, 
tanto menos cuanto mayor sea el tamaño de la molécula. Sin embargo, esta 
última afirmación tiene sus excepciones. Si bien la tendencia, no solo de los 
PAHs, sino también la de cualquier molécula orgánica, es la de disminuir su 
solubilidad a medida que aumenta el peso molecular, es necesario advertir que 
esta propiedad depende también de otros factores. En general, los más 
importantes están relacionados con las energías de cristalización y la 
capacidad de las moléculas de formar estructuras cristalinas, influyendo por 
tanto la simetría molecular, planaridad, presencia de sustituyentes, etc. De esta 
forma, moléculas con un alto grado de simetría y planaridad y sin sustituyentes, 
tienen mayor facilidad para formar estructuras cristalinas y por tanto sus 
energías de solubilización tienden a ser altas. En cambio, los PAHs con menor 
grado de simetría y planaridad, o con grupos sustituyentes, presentan una 
menor energía de solubilización. Por ejemplo, la introducción de grupos metilo 
en este tipo de moléculas tiende a incrementar en gran medida su solubilidad, 
posiblemente debido a impedimentos estéricos que dificultan las asociaciones 
entre moléculas y la consiguiente formación de estructuras cristalinas7. 
 
 El coeficiente de partición octanol / agua (KOW) es una medida de la 
tendencia de un compuesto a disolverse en fracciones grasas o sustancias 
lipídicas.  En la Tabla I-1 se muestran estos coeficientes para algunos de los 
                                                 
4 Agency for Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR). Toxicological profile 
for Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHs). U.S. Department of health and human 
services (1995). http://www.atsdr.cdc.gov/toxprofiles/tp69.pdf 
5 C. Baird, Química Ambiental, 2ª ed., Ed. Reverté S.A., Barcelona (2001) 
6 P. Henner, M. Schiavon, J.L. Morel, E. Lichtfouse, Analusis Magazine, 25 (1997) 
56-59. 
7 R.G. Harvey, Polycylic Aromatic Hydrocarbons, Willey-VCH, New York (1997). 
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PAHs con interés medioambiental, junto con otras propiedades de las que se 
ha hablado anteriormente8. 
 



















Naftaleno C10H8 128,2 81 218 1,09 x 10-2 2,48 x 10-4 3,36 
Acenafteno C12H10 154,2 93 279 5,96 x 10-4 2,55 x 10-5 3,92 
Fenantreno C14H10 178,2 100 340 2,67 x 10-5 7,25 x 10-6 4,57 
Antraceno C16H10 178,2 218 342 1,44 x 10-6 4,10 x 10-7 4,54 
Fluoranteno C16H10 202,3 107 384 2,54 x 10-4 1,29 x 10-6 4,90 
Pireno C16H10 202,3 149 404 8,86 x 10-7 6,68 x 10-7 5,18 
Benzo(a)antraceno C18H12 228,3 157 438 --- 6,14 x 10-8 5,61 
Benzo(a)pireno C20H12 252,3 178 495 6,67 x 10-13 1,51 x 10-8 6,04 
Perileno C20H12 253,3 277 503 --- 1,59 x 10-9 6,04 
Coroneno CH24H12 300,4 438 590 --- 4,67 x 10-10 6,90 
 
 Como puede apreciarse, todos los PAHs tienen una KOW entre 2 y 6,5 
(excepto el coroneno, con KOW=6,90), rango considerado como el propio de 
compuestos lipofílicos. Esta característica es sumamente importante, puesto 
que su baja solubilidad en agua va a ser determinante en el comportamiento y 
distribución de los PAHs en el medioambiente, algo de lo que se hablará en la 
siguiente sección. 
 
2. Formación y distribución en el medio ambiente 
 
2.1. Mecanismos de formación 
 
 Los PAHs se forman en cualquier proceso de combustión incompleta 
o en procesos pirolíticos a elevadas temperaturas. La combustión completa de 
hidrocarburos da lugar a la formación de dióxido de carbono y agua, pero el 
proceso que tiene lugar en el medioambiente puede no ser tan sencillo8. A 
temperaturas superiores a 500ºC, algunos enlaces C-C y C-H se rompen 
liberándose radicales libres. Estos radicales reaccionarían con las moléculas de 
oxígeno para dar CO2 y H2O. Sin embargo, en ocasiones el oxígeno presente 
no es suficiente, y en este caso pueden reaccionar unos radicales con otros 
formando nuevas moléculas o radicales mayores. A su vez, estas nuevas 
moléculas y radicales pueden reaccionar entre sí, generándose estructuras más 
                                                 
8 D.W. Connell, D.W. Hawker, M.S.J. Warne, P.P. Vowles, Basic Concepts of 
Environmental Chemistry, Lewis Publishers, Boca Ratón, New York (1997). 
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complejas, pudiendo dar lugar a la formación de una gran variedad de PAHs. 
La cantidad y tipo de PAHs formados dependerá de distintos factores, 
principalmente de la temperatura y del tipo de materia orgánica que se haya 
quemado. También se suele dar la formación de PAHs con sustituyentes 
alquilo, y esto sucede en mayor medida cuanto más alta es la temperatura. En 
la Figura I-2 se muestra, a modo de ejemplo, un posible mecanismo de 



















Figura I-2: Posible mecanismo de formación de PAHs por combustión incompleta de 
materia orgánica. 
 
 Existe otra vía de formación de PAHs, aunque no tan significativa como 
los procesos de combustión, si suficientemente importante como para tenerla 
en cuenta. Se trata de procesos geológicos como la formación de petróleo. 
En este caso las temperaturas son mucho menores que en los procesos de 
combustión (menores a 200ºC) y la ruptura de las moléculas de materia 
orgánica se ve favorecida por las elevadas presiones a las que están 
sometidas. Los mecanismos de formación de los PAHs son similares al 
expuesto anteriormente para la combustión, aunque el proceso es mucho más 
lento, y el tipo de PAH generado es diferente. Al estar sometidos a 
temperaturas relativamente bajas, la proporción de PAHs con sustituyentes 
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 Por último, existe una tercera vía aunque todavía muy discutida, que es 
la síntesis biológica. En todo caso, sería claramente minoritaria en 
comparación con las dos anteriores9. 
 
2.2. Formación en el medioambiente 
 
 Los PAHs tienen su origen en el medioambiente tanto en procesos 
naturales como antropogénicos. El extenso abanico existente de fuentes de 
estos contaminantes explica su amplia distribución en suelos, aguas y aire. La 
contribución de cada vía de emisión al medioambiente varía considerablemente 
dependiendo de diferentes factores, entre los que se encuentran la velocidad 
de generación de PAHs de cada vía en particular, la situación geográfica y las 
condiciones climáticas. A continuación, se exponen las principales fuentes de 
emisión: 
 
2.2.1. Procesos naturales 
 
 Los procesos naturales son históricamente los primeros responsables 
de la contaminación por PAHs, si bien actualmente tienen una contribución 
minoritaria al lado de la contaminación generada por la actividad del hombre. 
Los incendios forestales y los volcanes son la principal vía de contaminación 
natural en numerosas áreas geográficas10, 11. La otra vía significativa de 
producción natural de PAHs está relacionada con los procesos geológicos 
comentados en el apartado anterior y comprende por tanto la formación natural 
de petróleo y carbón. El carbón, está considerado como un material 
aromático12. La mayoría de los PAHs que contiene se encuentran fuertemente 
unidos a su estructura, representando entre un 15 y un 25 % de su contenido 
total en carbono. Además, el uso industrial de los derivados de carbón y 
petróleo los convierten también en una fuente antropogénica de contaminación. 
 
 
                                                 
9 R.G. Harvey, Polycylic Aromatic Hydrocarbons, Willey-VCH, New York (1997). 
10 S.O. Baek, R.A. Field, M.E. Goldstone, P.W. Kirk, J.N. Lester, R. Perry, Water Air 
Soil Poll., 60 (1991) 279-300. 
11 K. Nikolaou, P. Masclet, G. Mouvier, Sci. Total Environ., 36 (1984) 383-388. 
12 World Health Organisation (WHO), Environmental Health Criteria 202: Selected 
non-heterocyclic aromatic hydrocarbons. International Programme on Chemical Safety, 
WHO. Génova 1998. http://www.inchem.org/documents/ehc/ehc/ehc202.htm 
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2.2.2. Procesos antropogénicos 
 
 Son sin duda los grandes responsables de la contaminación por PAHs 
en el medioambiente, y se debe tanto a procesos industriales como domésticos. 
Son mucho más numerosos que los naturales, y en muchos casos las 
emisiones tienen un volumen mucho mayor. Dividiremos estos procesos en 3 
grupos: 
 
A) Emisiones por combustión 
 
 Se incluyen en este grupo las centrales térmicas que utilizan como 
combustibles el carbón, derivados del petróleo o gases naturales13.  
 
 Los procesos de combustión llevados a cabo en plantas incineradoras 
tienen especial importancia en determinados casos, dependiendo del tipo de 
materia incinerada. Por ejemplo, se ha mostrado especialmente contaminante 
la incineración de algunos plásticos como el poliestireno, polietileno y el cloruro 
de polivinilo14, o la incineración de neumáticos de automóviles15.  
 
 La producción de aluminio, hierro y acero es otro de los procesos 
industriales que conllevan considerables emisiones de PAHs, debido al empleo 
de electrodos de carbono hechos a base de alquitranes y al uso del coque 
como fuente de energía16. También en los procesos de fundición se pueden 
producir estos compuestos por descomposición térmica de materia orgánica en 
los moldes de fundición. 
 
 La carburación de los automóviles genera PAHs debido a la 
combustión de gasolinas y gasoil. Diversos factores influyen en la generación 
de PAHs en los motores de los vehículos. Entre ellos, podemos destacar el tipo 
de combustible, la proporción de la mezcla combustible/aire, la temperatura 
                                                 
13 E. Ahland, J. Borneff, H. Brune, G. Grimmer, M. Habs, U. Heinrich, P. Hermann, 
J. Misfeld, U. Mohr, F. Pott, D. Schmähl, J. Thyssen, J. Timm, Munchen. Med. 
Wochen., 127 (1985) 218-221. 
14 R.A. Hawley-Fedder, M.L. Parsons, F.W. Korasek, J. Chromatogr., 387 (1987) 207-
221. 
15 B.W. Jacobs, C.E. Billings, Am. Ind. Hyg. Assoc. J., 46 (1985) 547-554. 
16 A. Bjorseth, T. Ramdahl, Handbook of Polycyclic Aromatic Hydrocarbons: Volume 2. 
Marcel Dekker, New York (1985). 
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ambiente, el tipo de motor, etc17. Pero no solo los humos producidos por la 
carburación del motor son los responsables de la contaminación debida al 
tráfico rodado. También se pueden registrar emisiones de PAHs derivadas de la 
abrasión del asfalto debida al tráfico, el estrés térmico al que se ven sometidos 
los embragues, procesos pirolíticos en el aceite lubricante, o incluso de los 
materiales utilizados para la fabricación de los neumáticos18. 
 
 Las quemas controladas al aire libre son una fuente muy variable. 
Dentro de este grupo, son significativos los fuegos agrícolas, una práctica 
habitual en zonas rurales para fertilizar tierras o para limpiarlas, las quemas de 
basura doméstica, e incluso la combustión de petróleo o fuel tras un vertido 
accidental, tal como ocurrió en la costa de A Coruña con el accidente del buque 
Aegean Sea19. 
 
 Por último, cabe destacar las emisiones domésticas, principalmente 
debidas a las estufas para el calentamiento del hogar, a las cocinas y las 
calderas que utilizan combustibles orgánicos, ya sea leña, carbón o derivados 
del petróleo20. A menor escala, pero con una mayor importancia debido a la 
exposición directa del ser humano, no debemos olvidar el humo del tabaco, 
primera causa mundial de inducción de cáncer, y en el que los PAHs son los 
compuestos  presentes con mayor potencial cancerígeno18. 
 
B) Contaminación por derivados del petróleo y carbón 
 
 Cobra cada vez más importancia, ante el creciente uso de los derivados 
del petróleo y carbón como fuente de energía y como materia prima, sustancias 
que, como se ha dicho en el apartado 2.1., contienen de forma natural PAHs. 
La producción del coque a partir de hulla se realiza actualmente en hornos 
especialmente diseñados para ello. Durante el proceso de carga del horno, al 
entrar en contacto la hulla con las paredes del horno a elevadas temperaturas 
                                                 
17 U. Stenberg, T. Alsberg, R. Westerholm Environ. Health Persp., 47 (1983) 43-51. 
18 World Health Organisation (WHO), Environmental Health Criteria 202: Selected 
non-heterocyclic aromatic hydrocarbons. International Programme on Chemical Safety, 
WHO. Génova 1998. http://www.inchem.org/documents/ehc/ehc/ehc202.htm 
19 D. Pastor, J. Sánchez, C. Porte, J. Albaigés, Mar. Pollut. Bull., 42(10) (2001) 895-
904. 
20 A. Bhargava, R.N. Khanma, S.K. Bhargava, S.Kumar, Atmos. Environ., 38 (2004) 
4761-4767. 
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se liberan al ambiente importantes cantidades de PAHs21. El coque se usa 
como fuente de energía con un alto poder calorífico, así como en la fabricación 
de electrodos en la industria metalúrgica. En el proceso de gasificación del 
carbón para obtener gas combustible también se liberan PAHs, si bien los 
niveles encontrados en aire han sido ostensiblemente más bajos que en plantas 
de producción de coque22. 
 
 En cuanto al petróleo, la composición en PAHs consta en un 95 % de 
hidrocarburos de 2 a 3 ciclos. El refinado del petróleo es obviamente otra 
fuente de contaminación, si bien se estima que más del 99 % de las emisiones 
corresponden a naftaleno y sus derivados metilados23, compuestos menos 
tóxicos que los de mayor peso molecular. Los procesos de fabricación de 
asfalto o el empleo de creosota para la conservación de madera24 son dos 
ejemplos más del uso de derivados del petróleo en los que los PAHs entran en 
el medioambiente. 
 
 Como se indicaba al inicio de este apartado, son muchas las 
aplicaciones de los derivados del petróleo y del carbón en el mundo actual. 
Pero además, debe matizarse que el uso común que la sociedad hace de estas 
sustancias como fuente de energía, hace que las emisiones no radiquen 
únicamente en la presencia natural de los PAHs en ellas, sino también en la 
formación de nuevos PAHs en los procesos de pirólisis que tienen lugar durante 
su combustión. 
 
C) Producción directa de PAHs 
 
 En los procesos citados anteriormente, los PAHs se producen 
inintencionadamente como productos de la combustión de materiales orgánicos 
o por el empleo de productos con un cierto contenido aromático. La mayoría de 
                                                 
21 A. Bjorseth, T. Ramdahl, Handbook of Polycyclic Aromatic Hydrocarbons: Volume 2. 
Marcel Dekker, New York (1985). 
22 World Health Organisation (WHO), Environmental Health Criteria 202: Selected 
non-heterocyclic aromatic hydrocarbons. International Programme on Chemical Safety, 
WHO. Génova 1998. http://www.inchem.org/documents/ehc/ehc/ehc202.htm 
23 International Agency for Research on Cancer (IARC), Occupational exposures in 
petroleum refining: Crude oil and major petroleum fuels, Lyon, France (1989). (IARC 
Monographs on the Evaluation of the Carcinogenic Risk of Chemicals to Man, Volume 
45, http://www-cie.iarc.fr/htdocs/indexes/vol45index.html). 
24 L.D. Hansen, C.Nestler, D. Ringelberg, R.Bajpai, Chemosphere, 54 (2004) 1481-
1493. 
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las emisiones de PAHs corresponden a este tipo de procesos, sin embargo, 
algunos de ellos son producidos comercialmente, aislándolos de los productos 
obtenidos en el procesado de carbón y petróleo. Los PAHs con interés 
comercial y su uso, son los siguientes25: 
 
- Naftaleno: Industria del plástico, fabricación de tintes, insecticidas… 
- Acenafteno: Fabricación de pigmentos y resinas. 
- Fluoreno: Producción de agentes oxidantes. 
- Antraceno: Fabricación de pigmentos. 
- Fenantreno: Fabricación de pesticidas y resinas. 
- Fluoranteno: Fabricación de tintes fluorescentes 
- Pireno: Fabricación de tintes. 
 
 En la Tabla I-2 se muestran los valores estimados de emisiones de 
PAHs en Estados Unidos, Suecia y Noruega desglosados por la fuente de 
producción26. Debe aclarase sin embargo que los valores señalados en la tabla 
están abiertos a debate debido a la incertidumbre en los factores de emisión 
utilizados para la estimación, así como los diferentes métodos utilizados en 
cada caso para la recopilación de datos y su análisis. Este punto se pone de 
manifiesto a la vista de las diferencias observadas entre las columnas (a) y (b) 
correspondientes a las fuentes de emisión de PAHs en Estados Unidos 
determinadas por dos autores diferentes. Sin embargo, los datos de dicha tabla 
dan una idea clara de las contribuciones de cada fuente de emisión. Hay que 
decir también que estos datos están sujetos a continuas variaciones a lo largo 
del tiempo, con motivo de la introducción de nuevas fuentes de energía, 








                                                 
25 World Health Organisation (WHO), Environmental Health Criteria 202: Selected 
non-heterocyclic aromatic hydrocarbons. International Programme on Chemical Safety, 
WHO. Génova 1998. http://www.inchem.org/documents/ehc/ehc/ehc202.htm 
26 S.O. Baek, R.A. Field, M.E. Goldstone, P.W. Kirk, J.N. Lester, R. Perry, Water Air 
Soil Poll., 60 (1991) 279-300. 
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Tabla I-2: Emisiones estimadas de PAHs a la atmósfera (Toneladas/año). 
Fuentes E.E.U.U. Suecia Noruega 
 (a) (b) (c) (d) 
Calentamiento de hogar     
- Carbón y madera 3939 450 96 48 
- Derivados del petróleo 17 930 36 48 
    Subtotal 3956(36%) 1380(16%) 132(26%) 63(21%) 
     
Procesos industriales     
- Fabricación del coque 632 2490 277 43 
- Producción de asfalto 5 4 --- --- 
- Carbono en polvo 3 3 --- --- 
- Plantas de aluminio --- 1000 35 160 
- Otros 2 --- --- --- 
    Subtotal 640(6%) 3497(41%) 312(62%) 203(69%)
     
Incineración     
- Municipal --- --- --- --- 
- Comercial 56 50 2 1 
    Subtotal 56(1%) 50(1%) 2(1%) 1(0%) 
     
Quemas al aire libre     
- Incendios de restos del carbón 29 100 --- --- 
- Fuegos agrícolas 1190 400 1 2 
- Incendios forestales 1478 600 1 5 
- Otros 1328 --- --- --- 
    Subtotal 4025(36%) 1100(13%) 2(1%) 7(2%) 
     
Fuentes de energía     
- Centrales térmicas 13 1 --- --- 
- Calderas industriales 75 400 7(1) 1(0%) 
    Subtotal 88(1%) 401(5%) 7(1%) 1(0%) 
     
Automoción     
- Motores de gasolina 2161 2100 33 13 
- Motores diesel 105 70 14 7 
    Subtotal 2266(21%) 2170(25%) 47(9%) 20(7%) 
Total 11031 8598 502 294 
 (a) Datos recogidos de Peters y col.27 




                                                 
27 J.A. Peters, D.G. Deangelis, T.W. Huges, Chemical Analysis and Biological Fate: 
Polynuclear Aromatic Hydrocarbons, Batelle Press, Collumbus, U.S.A. 1981. 
28 T. Ramdahl, I. Alfheim, A. Bjorseth, Mobile Source Emissions including Polycyclic 
Organic Species, D. Reidel Pub, Dordrecht, Netherlands, 1983. 
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2.3. Distribución y persistencia en el medioambiente 
 
 En consonancia con la gran variedad de fuentes de producción de 
PAHs, su distribución en el medioambiente es terriblemente amplia. Se pueden 
encontrar concentraciones considerables en el aire que respiramos, los 
alimentos que comemos y el agua que bebemos29. Sin embargo, su 
concentración es significativamente más elevada en zonas urbanizadas e 
industrializadas, donde se concentran un mayor número de vehículos, calderas, 
plantas incineradoras, etc30. También son muy apreciables las diferencias de 
concentraciones encontradas en diferentes tipos de muestra, desde los 
elevados niveles presentes en materia particulada procedente de procesos de 
combustión, a los niveles traza encontrados en aguas superficiales. 
 
 Los factores más importantes en esta clase de compuestos, que 
determinan su comportamiento en el medioambiente son su elevado carácter 
lipofílico, puesto de manifiesto por su coeficiente de partición octanol /agua 
(KOW) como ya se ha comentado anteriormente, y su baja volatilidad. El carácter 
lipofílico limita enormemente la tendencia de los PAHs a ser transportados en 
medios acuosos si no es adsorbidos a materia orgánica, mientras que, de la 
misma forma, su baja volatilidad hace que su transporte en el aire se realice 
también asociado a materia particulada31. El proceso de unión de los PAHs a la 
materia particulada en la atmósfera se explica por un mecanismo de 
condensación de los compuestos sobre partículas preexistentes, durante el 
enfriamiento que sufren después de la emisión32. 
 
 Las emisiones a la atmósfera se producen en los procesos naturales y 
antropogénicos de combustión y en gran cantidad de procesos industriales.  
Contribuyen a la contaminación atmosférica por PAHs los incendios, quemas 
agrícolas, incineradoras, plantas de producción de coque, tráfico rodado, 
centrales térmicas, etc. Los niveles encontrados en el ambiente varían, desde 
los 0,02 – 1,2 ng/m3 habitualmente encontrados en zonas rurales, a los 0,15 – 
                                                 
29 R.G. Harvey, Polycylic Aromatic Hydrocarbons, Willey-VCH, New York (1997). 
30 P. Henner, M. Schiavon, J.L. Morel, E. Lichtfouse, Analusis Magazine, 25 (1997) 
56-59. 
31 Agency for Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR). Toxicological 
profile for Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHs). U.S. Department of health and 
human services (1995). http://www.atsdr.cdc.gov/toxprofiles/tp69.pdf 
32 S.O. Baek, R.A. Field, M.E. Goldstone, P.W. Kirk, J.N. Lester, R. Perry, Water Air 
Soil Poll., 60 (1991) 279-300. 
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19,3 ng/m3 de zonas urbanas33. En ambientes cerrados, cobran importancia las 
emisiones debidas al humo de tabaco y la biomasa utilizada para las cocinas y 
calefacciones. 
 
 La contaminación de aguas superficiales se debe principalmente a 
actividades industriales. Es cierto que los incendios forestales pueden contribuir 
al aumento de niveles de PAHs en las cuencas de los ríos, al igual que los 
procesos de lixiviación en cuencas carboníferas, pero se puede considerar una 
vía de emisión minoritaria al lado de los niveles encontrados en aguas 
residuales generadas por la industria del coquificado y gasificación del carbón, 
refinerías de petróleo, o la industria maderera en la que se usa creosota como 
conservante. Se estima que son varias las toneladas de PAHs anuales que 
emiten estas industrias a través de aguas residuales, encontrándose niveles 
entre 0,1 y 60 µg/L 34. Sin embargo, los niveles aumentan muchísimo en los 
fangos o lodos de estos efluentes, debido a la adsorción de estos compuestos 
en la materia orgánica, como ya se ha dicho anteriormente. Los niveles 
encontrados en este caso son muy variables dependiendo de las actividades de 
la industria, pero es frecuente la presencia de PAHs en concentraciones 
individuales del orden de la parte por millón35, 36. 
 
 La presencia de PAHs en aguas potables es más extraña, pero sí es 
posible encontrar pequeñas concentraciones derivadas de la utilización de 
tuberías y tanques para su conducción y almacenamiento, recubiertos de 
alquitranes. En cualquier caso, el carácter hidrófobo de estos compuestos limita 
enormemente su presencia en este medio. Como dato significativo en este 
sentido, se estima que alrededor de dos tercios de los PAHs encontrados en 
aguas superficiales están ligados a materia particulada, y el tercio restante es 
rápidamente eliminado por procesos de oxidación37. 
 
                                                 
33 P. Henner, M. Schiavon, J.L. Morel, E. Lichtfouse, Analusis Magazine, 25 (1997) 
56-59. 
34 World Health Organisation (WHO), Environmental Health Criteria 202: Selected 
non-heterocyclic aromatic hydrocarbons. International Programme on Chemical Safety, 
WHO. Génova 1998. http://www.inchem.org/documents/ehc/ehc/ehc202.htm 
35 S. Pérez, M. Guillamón, D. Barceló, J. Chromatogr. A, 938 (2001) 57-65. 
36 V. Flotron, J. Houessou, A. Bosio, C. Delteil, A. Bermond, V. Camel, J. 
Chromatogr. A, 999 (2003) 175-184. 
37 J.K. Fawell, S. Hunt, Environmental Toxicology. Organic Pollutants, Water Research 
Center, Medmenham (1988). 
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 En aguas marinas, la presencia de PAHs viene dada por los restos de 
combustibles en zonas portuarias, o por los vertidos a gran escala de 
hidrocarburos ocurridos en accidentes causantes de mareas negras, si bien 
estos compuestos tienden a concentrarse en organismos vivos y sedimentos, 
donde las concentraciones detectadas son mucho mayores que en el agua38,39. 
 
 Se han encontrado también niveles de PAHs significativos en suelos. 
Nuevamente, el origen puede deberse a las actividades del hombre o a 
procesos naturales. En regiones menos desarrolladas, los procesos naturales 
son los máximos responsables de la contaminación, principalmente los 
incendios forestales. Pero es en las zonas industrializadas, especialmente en 
las industrias señaladas en la tabla I-2, donde los niveles de PAHs en suelos 
son mayores, encontrándose hasta concentraciones del orden de las 1000 
partes por millón en zonas con industrias de fabricación de coque40. 
 
 La estructura aromática de los PAHs les confiere una gran estabilidad, y 
una gran resistencia a ser atacados por diferentes agentes químicos. Sin 
embargo, presentan una considerable absorción de radiación ultravioleta – 
visible, lo cual indica que son compuestos fotosensibles. Además, su extensa 
distribución en el medioambiente hace pensar en el amplio desarrollo de 
organismos capaces de degradarlos41. Así pues, las transformaciones que 
sufren los PAHs en el medioambiente incluyen diferentes reacciones químicas y 
fotoquímicas, principalmente con óxidos de nitrógeno, azufre, oxígeno, ozono y 
radicales hidroxilo. En general, la mayoría de estas reacciones llevan a la 
formación de moléculas biológicamente inertes, si bien, hay bastantes 
evidencias del potencial cancerígeno y mutagénico de los PAHs con 
sustituyentes “nitro”. La cloración y ozonización del agua procedente de plantas 
depuradoras se ha mostrado realmente eficaz en la degradación de estos 
compuestos en un tiempo de minutos o unas pocas horas. Igualmente, la 
oxidación de los PAHs en aguas bien oxigenadas expuestas a la luz del sol se 
puede producir en menos de una hora, pero estos tiempos aumentan 
                                                 
38 D. Pastor, J. Sánchez, C. Porte, J. Albaigés, Mar. Pollut. Bull., 42(10) (2001) 895-
904. 
39 J. Koyama, S. Uno, K. Cono, Mar. Pollut. Bull., 49 (2004) 1054-1061. 
40 World Health Organisation (WHO), Environmental Health Criteria 202: Selected 
non-heterocyclic aromatic hydrocarbons. International Programme on Chemical Safety, 
WHO. Génova 1998. http://www.inchem.org/documents/ehc/ehc/ehc202.htm 
41 D.W. Connell, D.W. Hawker, M.S.J. Warne, P.P. Vowles, Basic Concepts of 
Environmental Chemistry, Lewis Publishers, Boca Ratón, New York (1997). 
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considerablemente a medida que aumenta la cantidad de materia particulada 
en suspensión. En sistemas acuáticos, la degradación de los PAHs por 
microorganismos o bacterias ocurre a diferentes velocidades dependiendo del 
peso molecular de los compuestos, siendo los más pesados, y por tanto los que 
tienen mayor carácter lipofílico, los que más tardan en degradarse y los que 
presentan mayor tendencia a la bioacumulación42. 
 
3. Efectos en la salud 
 
3.1. Referencias a la toxicidad de los PAHs 
 
 El interés medioambiental en los hidrocarburos aromáticos policíclicos 
radica en sus propiedades carcinogénicas y mutagénicas, que se empezaron a 
evidenciar en 1775 con los trabajos de Sir Percival Pott, como ya se ha 
mencionado anteriormente. A partir de ahí, las investigaciones han progresado 
hasta llegar a explicar los mecanismos de interacción de los PAHs en el 
organismo. 
 
 Numerosos PAHs y mezclas que contienen este tipo de compuestos 
figuran en las listas de la IARC (International Agency for Research on 
Cancer)43. Este organismo, clasifica las sustancias, mezclas o circunstancias 
de exposición en diferentes grupos según el riesgo de producir cáncer en el ser 
humano. La IARC clasifica en el grupo 1 (clasificado como cancerígeno) 
mezclas de compuestos como los alquitranes, el hollín o productos del tabaco, 
y la exposición a procesos de producción de aluminio, gasificación del carbón y 
el humo del tabaco, tanto en fumadores activos como pasivos. En el grupo 2A 
(probables cancerígenos) aparecen el Benzo(a)antraceno, Benzo(a)pireno y 
Dibenzo(a,h)antraceno, la creosota y el humo emitido por motores diesel, y la 
exposición en la industria del refinado de petróleo. En el grupo 2B (posibles 
cancerígenos) están compuestos como el Benzo(b)fluoranteno, 
Benzo(k)fluoranteno, Dibenzo(a,h)pireno, Indeno(1,2,3-cd)pireno o el carbono 
en polvo, y mezclas como la gasolina y gasoil, los humos emitidos por motores 
de gasolina, etc. Y finalmente en el grupo 3 (no clasificable como cancerígeno), 
figuran algunos PAHs como el Benzo(g,h,i)perileno, Fluoreno, Fluoranteno o 
                                                 
42 D.W. Connell, D.W. Hawker, M.S.J. Warne, P.P. Vowles, Basic Concepts of 
Environmental Chemistry, Lewis Publishers, Boca Ratón, New York (1997). 
43 International Agency for Research on Cancer (IARC), List of IARC evaluations. 
Internacional Agency for Research on Cancer, Lyon, France (2004). 
http://monographs.iarc.fr/monoeval/grlist.html 
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Benzo(e)pireno, y mezclas de compuestos como destilados y disolventes 
derivados del petróleo. 
 
 La  OMS (Organización Mundial de la Salud) señala el tabaco como la 
primera causa mundial de muerte por cáncer, y dedica una monografía a los 
PAHs44. 
 
 La EPA (Environmental Protection Agency) también define los PAHs 
como compuestos potencialmente cancerígenos, e incluye 16 de ellos en su 
lista de contaminantes prioritarios45: Son el Naftaleno, Acenaftileno, Acenafteno, 
Fluoreno, Fenantreno, Antraceno, Fluoranteno, Pireno, Benzo(a)antraceno, 
Criseno, Benzo(b)fluoranteno,  Benzo(k)fluoranteno, Benzo(a)pireno, 
Dibenzo(a,h)antraceno, Benzo(g,h,i)perileno e Indeno(1,2,3-cd)pireno. Además, 
los PAHs aparecen en un elevado porcentaje de las zonas señaladas en la NPL 
(National Priorities List), un listado confeccionado y actualizado de forma 
continua por la EPA, de los lugares especialmente contaminados de los 
Estados Unidos. Concretamente, a principios del 2005 la EPA tenía 
identificados alrededor de 1200 puntos de los Estados Unidos con un elevado 
nivel de contaminación, estando presentes en más de 700 los hidrocarburos 
aromáticos policíclicos46. 
 
 Por su parte, la ATSDR (Agency for Toxic Substances and Disease 
Registry) elabora una lista de 17 compuestos del grupo de los PAHs en función 
de 4 factores: El volumen de información existente sobre ellos, su mayor 
toxicidad, mayor riesgo de exposición, y mayores concentraciones encontradas 
en los lugares señalados en la NPL. Estos 17 compuestos coinciden con los 16 
de la EPA exceptuando el Naftaleno, e incluyendo por el contrario el 
Benzo(e)pireno y el Benzo(j)fluoranteno47. 
 
                                                 
44 World Health Organisation (WHO), Environmental Health Criteria 202: Selected 
non-heterocyclic aromatic hydrocarbons. International Programme on Chemical Safety, 
WHO. Génova 1998. http://www.inchem.org/documents/ehc/ehc/ehc202.htm 
45 US EPA, Health effects assessment of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs), US 
Environmental Protection Agency, Environmental Criteria and Assessment Office, 
Cincinatti (1984). 
46 US EPA, National Priorities List, http://www.epa.gov/superfund/sites/npl/index.htm 
47 ATSDR, Toxicological profile for Polycyclic Aromatic Hydrocarbons, Agency for Toxic 
Substances and Disease Registry, U.S. Department of Health and Human Services, 
Atlanta (1995). http://www.atsdr.cdc.gov/toxprofiles/tp69.pdf 
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 La CERCLA (Comprehensive Environmental Response, 
Compensation, and Liability Act), presenta con un período bianual una lista 
actualizada de sustancias comúnmente encontradas en lugares de la NPL, 
elaborada por la EPA y la ATSDR48. Cada sustancia de la “CERCLA Priority List 
of Hazardous Substances” es candidata a la elaboración por parte de la ATSDR 
de un “perfil toxicológico”, y por tanto sujeto de un estudio de necesidades de 
actuación para su remediación. La lista no se elabora por orden estricto de 
toxicidad de las sustancias, sino atendiendo a los 4 factores por los que se rige 
la ATSDR, señalados anteriormente. Cabe destacar que en las listas de 1997, 
1999, 2001 y 2003, el Benzo(a)pireno, Benzo(b)fluoranteno y los PAHs de 
forma genérica han ocupado siempre un lugar entre los 10 primeros puestos de 
un total de 275 sustancias. En la Tabla I-3, se muestran los diez primeros 
compuestos de la lista en las últimas revisiones. 
 
Tabla I-3: Listado de sustancias peligrosas prioritarias de la CERCLA en las 4 últimas 
revisiones (se muestran las 10 primeras posiciones). 
Ranking 1997 1999 2001 2003 
1 Arsénico Arsénico Arsénico Arsénico 
2 Plomo Plomo Plomo Plomo 
3 Mercurio Mercurio Mercurio Mercurio 
4 Cloruro de vinilo Cloruro de vinilo Cloruro de vinilo Cloruro de vinilo
5 Benceno Benceno PCBs PCBs 
6 PCBs PCBs Benceno Benceno 
7 Cadmio Cadmio Cadmio Cadmio 
8 B(a)P B(a)P B(a)P PAHs 
9 B(b)F PAHs PAHs B(a)P 
10 PAHs B(b)F B(b)F B(b)F 
 
3.2. Toxicología de los PAHs 
 
 Los PAHs se absorben por las vías respiratorias, el tracto digestivo y la 
piel.  Son compuestos altamente liposolubles y se absorben con gran rapidez 
en el tracto gastrointestinal de los organismos, distribuyéndose rápidamente 
con gran tendencia a localizarse en tejidos grasos. Por vía pulmonar, su tasa de 
absorción depende del tamaño y composición de las partículas sobre las que 
están adsorbidos. Diferentes estudios han demostrado que el potencial 
                                                 
48 ATSDR, 2003 CERCLA Priority List of Hazardous Substances, 
http://www.atsdr.cdc.gov/clist.html 
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cancerígeno de los PAHs está claramente influenciado por la vía de 
administración49. 
 
 Las vías de exposición del ser humano a estos compuestos se 
desprenden fácilmente de lo expuesto en el capítulo sobre la formación de los 
PAHs en el medioambiente. De forma resumida, podemos decir que la 
exposición a humos de incendios forestales, plantas incineradoras, plantas de 
producción de coque, industria del aluminio, etc, son vías importantes de 
intoxicación, si bien existen otras fuentes con tasas de emisión de PAHs más 
bajas, pero cuyo peligro se incrementa debido a la exposición directa, como el 
humo del tabaco, calefacciones domésticas o determinados alimentos. En 
general, salvo casos puntuales (como pueden ser los peces expuestos a 
efluentes industriales o vertidos de petróleo), los alimentos crudos no suelen 
tener niveles elevados de PAHs. Sin embargo, se han detectado niveles del 
orden de las 100 partes por billón en carnes cocinadas a la brasa o productos 
ahumados50. 
 
 Existe poca información acerca de su intoxicación aguda, aunque ésta 
parece ser moderada-baja. Lo más frecuente es referir sus efectos negativos 
sobre la salud a su potencial carcinogénico evidenciado en diferentes estudios 
epidemiológicos desarrollados sobre trabajadores expuestos por su profesión a 
mezclas que contienen estos compuestos (carbón, derivados del petróleo, 
coque, humos…). Sin embargo, no hay pruebas explícitas del alto potencial 
cancerígeno en seres humanos de algunos PAHs, como el Benzo(a)pireno51, 
dada la dificultad de determinar hasta qué punto la toxicidad se debe a los 
PAHs en sí o al resto de componentes y materia particulada de la mezcla. La 
determinación de su potencial carcinogénico se basa pues, además de en los 
referidos estudios epidemiológicos, en pruebas con animales cuyos resultados 
son extrapolados a los humanos. En cualquier caso, sólo un pequeño 
porcentaje de los PAHs presentes en el medioambiente han sido investigados. 
Algunos, como el antraceno, fenantreno, fluoreno, fluoranteno, pireno, o 
benzo(e)pireno han sido inactivos tras la aplicación cutánea a ratones de 
                                                 
49 L.S. Goldstein, E.H. Weyand, S. Safe, M. Steinberg, S.J. Culp, D.W. Gaylor, F.A. 
Beland, L.V. Rodríguez, Environ. Health Persp., 106 (6) (1998) 1325-1330. 
50 World Health Organisation (WHO), Environmental Health Criteria 202: Selected 
non-heterocyclic aromatic hydrocarbons. International Programme on Chemical Safety, 
WHO. Génova 1998. http://www.inchem.org/documents/ehc/ehc/ehc202.htm 
51 J.K. Fawell, S. Hunt, Environmental Toxicology. Organic Pollutants, Water Research 
Center, Medmenham (1988). 
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laboratorio. Sin embargo, otros como el benzo(a)antraceno, benzo(a)pireno y 
dibenzo(a,h)antraceno provocaron hiperqueratosis y fueron embriotóxicos en 
ratones y cobayas52. Además, el benzo(a)pireno mostró carácter teratogénico 
(causante de defectos en el proceso de reproducción). Del mismo modo, de un 
grupo de 32 PAHs estudiados por la OMS52, 23 mostraron carácter genotóxico 
(causante de cambios hereditarios en el DNA del esperma o del óvulo). En la 
Tabla I-4 se resumen los resultados de las pruebas de genotoxicidad y 
carcinogenicidad de los 32 PAHs estudiados en la monografía de la OMS.  
 
Tabla I-4: Carcinogenicidad y genotoxicidad de 32 hidrocarburos 
aromáticos policíclicos según la OMS52. 
PAH Genotoxicidad Carcinogenicidad 
Acenafteno (?) (?) 
Acenaftileno (?) x 
Antraceno - - 
Benzo(a)antraceno + + 
Benzo(a)fluoreno (?) (?) 
Benzo(a)pireno + + 
Benzo(b)fluoranteno + + 
Benzo(b)fluoreno (?) (?) 
Benzo(c)fenantreno (+) + 
Benzo(e)pireno + ? 
Benzo(g,h,i)fluoranteno (+) (-) 
Benzo(g,h,i)perileno + - 
Benzo(j)fluoranteno + + 
Benzo(k)fluoranteno + + 
Criseno + + 
Coroneno (+) (?) 
Ciclopenta(cd)pireno + + 
Dibenzo(a,e)pireno + + 
Dibenzo(a,h)antraceno + + 
Dibenzo(a,h)pireno (+) + 
Dibenzo(a,i)pireno + + 
Dibenzo(a,l)pireno (+) + 
Fluoranteno + (+) 
Fluoreno - - 
Indeno(1,2,3-cd)pireno + + 
1-Metilfenantreno + - 
5-Metilcriseno + + 
Naftaleno - ? 
Perileno + - 
Fenantreno (?) (?) 
Pireno (?) - 
Trifenileno + - 
 +, positivo; -, negativo; ?, dudoso; x, no hay estudios 
 Entre paréntesis, resultado derivado de un número pequeño de datos 
                                                 
52 World Health Organisation (WHO), Environmental Health Criteria 202: Selected 
non-heterocyclic aromatic hydrocarbons. International Programme on Chemical Safety, 
WHO. Génova 1998. http://www.inchem.org/documents/ehc/ehc/ehc202.htm 





 El mecanismo de metabolismo de compuestos orgánicos en los seres 
vivos implica la participación de determinados enzimas cuyo objetivo es  
convertir los compuestos lipofílicos en sustancias solubles en agua, de forma 
que el organismo los pueda excretar. Suele ocurrir en dos fases. En la primera, 
participan enzimas del grupo de las oxigenasas de función mixta (MFO, del 
término inglés mixed function oxidases), que inducen la introducción de un 
grupo funcional en la molécula como el grupo hidroxilo o sufonilo. En segundo 
lugar, enzimas como  la glutatión S-transferasa (GST) unen a la molécula 
resultante de la fase I una larga cadena polar que convierte al metabolito en 
hidrosoluble, permitiendo su eliminación53. 
 
 El enzima del grupo de las MFO que participa en la primera fase del 
metabolismo es en concreto el citocromo P4501A1. Su inducción en el 
organismo está estimulada por la repetida exposición a compuestos lipofílicos, 
y si bien su papel es indispensable para la biotransformación y posterior 
eliminación de los PAHs del organismo, también puede causar efectos dañinos 
no deseados debido a la formación de compuestos intermedios con una 
elevada reactividad54. La inducción del enzima citocromo P4501A1 en el 
organismo debido a la intoxicación por PAHs y su participación en el 
metabolismo la convierte en un adecuado biomarcador para determinar la 
exposición a estos compuestos55. 
 
 En el caso particular de los PAHs, los productos iniciales del proceso 
metabólico surgen de la introducción de un átomo de oxígeno en la molécula 
para formar un epóxido.  Este epóxido es hidrolizado y nuevamente se 
introduce un átomo de oxígeno en la molécula, obteniéndose el dihidrodiol 
epóxido. Este metabolito, tiene la capacidad de unirse a determinadas 
moléculas clave en el organismo, como el ADN o la hemoglobina, pudiendo 
originar tumores cancerígenos. En la Figura I-3 se muestra un esquema del 
mecanismo de metabolismo del benzo(a)pireno. 
 
 
                                                 
53 P.J. Brown, S.M. Long, D.J. Spurgeon, C. Svendsen, P.K. Hankard, 
Chemosphere, 57 (2004) 1675-1681. 
54  M.S. Shailaja, C. D’Silva,  Chemosphere, 53 (2003) 835-841. 
55 P.H. Roos, S. Tschirbs, F. Pfeifer, P. Welge, A. Hack, M. Wilhelm, H.M. Bolt, 
Toxicology, 205 (2004) 181-194. 

















Figura I-3: Esquema del metabolismo del benzo(a)pireno mediante la enzima citocromo 
P4501A1. 
 
4. Legislación sobre PAHs 
 
 El carácter carcinogénico de los PAHs y su amplia distribución en el 
medioambiente, ha obligado a las instituciones a establecer límites máximos en 
diversas matrices, límites que se han ido actualizando y adaptando según los 
avances de la ciencia y el conocimiento de estos compuestos, así como la 
aparición de nuevos casos de exposición. 
 
 La regulación de la presencia de PAHs en el aire ambiente comienza a 
ser considerada por la Comunidad Europea en la Directiva 96/62/CE del 
Consejo del 27 de Septiembre de 1996 sobre evaluación y gestión de la calidad 
del aire ambiente. En esta directiva se exige a la Comisión de la Unión Europea 
la presentación de propuestas de regulación de una serie de contaminantes, 
entre los que se encuentran los PAHs debido a su potencial carcinogénico. 
 
 La Directiva 2004/107/CE del Parlamento Europeo y del Consejo del 15 
de Diciembre del 2004 relativa al arsénico, el cadmio, el mercurio, el níquel, y 
los hidrocarburos aromáticos policíclicos en el aire ambiente, establece una 
concentración máxima de benzo(a)pireno de 1 ng/m3, señalando a este 
compuesto como indicador del riesgo carcinogénico del conjunto de los 
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controlar otros PAHs relevantes para evaluar la contribución real del 
benzo(a)pireno. Estos compuestos serán como mínimo: benzo(a)antraceno, 
benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(j)fluoranteno, indeno(1,2,3-
cd)pireno y dibenzo(a,h)antraceno. Se establecen también criterios de 
muestreo y métodos de análisis. 
 
 En aguas potables, inicialmente la Directiva 80/778/CEE del Consejo 
del 15 de julio de 1980 relativa a la calidad de las aguas destinadas al consumo 
humano establece un valor máximo de 0,2 µg/L de hidrocarburos aromáticos 
policíclicos, tomando como sustancias de referencia el fluoranteno, 
benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno, benzo(g,h,i)perileno 
e indeno(1,2,3-cd)pireno. 
 
 En España, el Real Decreto R.D. 1138/1990 del 14 de Septiembre por el 
que se aprueba la reglamentación técnico-sanitaria para el abastecimiento y 
control de calidad de aguas potables de consumo público adopta el mismo valor 
límite y los mismos compuestos que la Directiva 80/778/CEE. 
 
 Posteriormente, la Directiva 98/83/CE del Consejo del 3 de Noviembre 
de 1998 sobre la calidad de las aguas destinadas al consumo humano actualiza 
el criterio sobre calidad de aguas estableciendo un valor máximo de 0,1 µg/L de 
hidrocarburos aromáticos policíclicos, entendidos como suma de 
benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(g,h,i)perileno e indeno(1,2,3-
cd)pireno, y un valor más restrictivo de 0,01 µg/L para el benzo(a)pireno. 
 
 Las referencias legales en cuanto a PAHs en alimentos son mucho más 
recientes. En España no existe actualmente legislación al respecto, sin 
embargo, el accidente del Prestige evidenció la necesidad de establecer unos 
límites de PAHs en pescados y moluscos. Teniendo en cuenta que en el 2002 
la Unión Europea no tiene establecidos estos límites, el gobierno español 
publica las “Medidas adoptadas en materia de seguridad alimentaria ante el 
vertido del Prestige”, en la que se establecen unos valores guía de PAHs para 
la comercialización de productos marinos56. El límite se establece en 200 ng/g 
para moluscos y 20 ng/g para pescados (considerando peso seco) de la suma 
de 6 PAHs: benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, 
benzo(a)pireno, dibenzo(a,h)antraceno, e indeno(1,2,3-cd)pireno. Estos valores 
                                                 
56 http://www.ccmm-prestige.cesga.es/Prestige_1301.htm 
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guía fueron establecidos basándose en las medidas adoptadas por el gobierno 
francés 3 años antes con motivo del accidente del Erika57. 
 
 Posteriormente, el Reglamento (CE) Nº 208/2005 de la Comisión del 4 
de Febrero del 2005 por el que se modifica el Reglamento (CE) Nº 466/2001 en 
lo relativo a los hidrocarburos aromáticos policíclicos toma en consideración la 
necesidad de establecer un criterio común ante las disparidades existentes 
entre los estados miembros en lo relativo a normativa sobre PAHs en 
alimentos. El Reglamento establece al benzo(a)pireno como marcador de la 
presencia y efecto de PAHs en los alimentos, si bien advierte de la necesidad 
de realizar un análisis más detallado de las proporciones relativas de los PAHs 
con el fin de fundamentar la idoneidad de mantener, en una futura revisión, al 
benzo(a)pireno como marcador. El límite de benzo(a)pireno establecido en 
distintos alimentos se muestra en la tabla I-5. 
 
Tabla I-5: Límite legal europeo de benzo(a)pireno en alimentos. 
Producto ng/g (peso fresco) 
- Aceites y grasas destinados al consumo humano directo o 
como ingrediente de productos alimenticios. 2,0 
- Productos alimenticios destinados a lactantes y niños de 
corta edad. 
- Alimentos infantiles y alimentos elaborados a base de 
cereales para lactantes y niños de corta edad. 
- Preparados para lactantes y preparados de continuación, 
incluidas la leche para lactantes y la leche de continuación. 
- Alimentos dietéticos destinados a usos médicos 
especiales dirigidos específicamente a los lactantes. 
1,0 
- Carnes ahumadas y productos cárnicos ahumados. 5,0 
- Productos pesqueros ahumados, excluidos los bivalvos. 5,0 
- Carne de pescado no ahumada. 2,0 
- Crustáceos y cefalópodos, no ahumados. 5,0 
- Moluscos bivalvos 10,0 
 
 Mención particular haremos para el aceite de orujo, para el que el 
gobierno español ha impuesto valores límite de concentración de PAHs tras la 
alarma social desencadenada por la retirada de una partida de aceite por el 
Ministerio de Sanidad en Julio del 2001 debido a la presencia de 
                                                 
57 Agence Française de Sécurité Sanitaire des Aliments. “Avis du groupe d’experts 
réunis par l’Agence française de sécurité sanitaire des aliments sur les critéres de 
toxicité alimentaire présentés par la pollution engendrée par le naufrage de l’Erika”. 
February, 2000. http://www.afssa.fr/ftp/afssa/basedoc/ a000205.pdf 
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benzo(a)pireno en concentraciones elevadas. En el BOE Nº 178 del Jueves 26 
de Julio del 2001, se publica la Orden del 25 de Julio del 2001 por la que se 
establecen límites de determinados hidrocarburos aromáticos policíclicos en 
aceite de orujo de oliva. El máximo tolerable establecido es de 2 ng/g para cada 
uno de los siguientes compuestos: benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno, 
benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno, benzo(e)pireno, dibenzo(a,h)antraceno, 
benzo(g,h,i)perileno e indeno(1,2,3-cd)pireno. En todo caso, la suma de las 
concentraciones de todos ellos no debe superar los 5 ng/g. 
 
 La legislación europea ha tenido en cuenta también el uso industrial de 
determinadas sustancias peligrosas que contienen PAHs, como la creosota. 
Con este motivo se publica la Directiva 2001/90/CE de la Comisión del 26 de 
Octubre del 2001 por la que se adapta al progreso técnico por séptima vez el 
anexo I de la directiva 76/769/CEE del Consejo relativa a la aproximación de las 
disposiciones legales, reglamentarias y administrativas de los Estados 
miembros que limitan la comercialización y el uso de determinadas sustancias y 
preparados peligrosos (creosota). En dicha directiva se prohíbe el uso, para el 
tratamiento de maderas, de sustancias y preparados que contengan creosota, 
aceites de creosota, alquitranes o destilados de hulla, permitiéndose 
únicamente como excepciones los casos en los que las concentraciones de 
benzo(a)pireno sean inferiores a 0,005 % en masa, o los usos profesionales e 
industriales como ferrocarriles, trasporte de energía eléctrica y 
telecomunicaciones, cercados, fines agrícolas y en puertos y vías navegables. 
 
 En España, la Orden PRE/2666/2002 del 25 de Octubre por la que se 
modifica el anexo 1 del Real Decreto 1406/1989 del 10 de Noviembre, por el 
que se imponen limitaciones a la comercialización y al uso de ciertas sustancias 
y preparados peligrosos, incorpora a nuestro ordenamiento jurídico la Directiva 
2001/90/CE anteriormente citada. 
 
 En cuanto a la exposición laboral, en España, el Real Decreto, 
665/1997 del 12 de Mayo sobre la protección de los trabajadores contra los 
riesgos relacionados con la exposición a agentes cancerígenos durante el 
trabajo, establece una serie de normas y medidas de seguridad e higiene para 
prevenir la exposición laboral de los trabajadores a una serie de sustancias 
entre las cuales figuran los hidrocarburos aromáticos policíclicos presentes en 
el hollín, alquitrán o la brea de hulla. 
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 No hay legislación sobre el contenido de PAHs en los lodos de 
depuradoras. Sin embargo, su habitual utilización en agricultura como 
fertilizante de tierras, ha propiciado la creación del borrador de una nueva 
directiva de la Comunidad Europea limitando su uso58. En dicho borrador, se 
establece un límite máximo de PAHs en lodos utilizados como fertilizantes en 
agricultura de 6 µg/g, considerando la suma de acenafteno, fenantreno, 
fluoreno, fluoranteno, pireno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, 
benzo(j)fluoranteno, benzo(a)pireno, benzo(g,h,i)perileno, e indeno(1,2,3-
cd)pireno. 
                                                 
58 Council of the European Community, Working Document on Sludge, 3rd Draft, 














































 En el capítulo anterior se ha puesto de manifiesto la problemática 
asociada a los hidrocarburos aromáticos policíclicos, determinada por su 
toxicidad y su extendida presencia en el medioambiente. Además, la creciente 
preocupación del ser humano por la contaminación ambiental y las limitaciones 
legales que van surgiendo sobre estos contaminantes hacen necesario el 
avance de la ciencia en el estudio de estos compuestos, y particularmente de la 
química analítica en el desarrollo de metodología de análisis de PAHs en 
muestras medioambientales. 
 
 El objetivo de este trabajo es el desarrollo de técnicas analíticas para la 
determinación de PAHs en diversas matrices en las que es necesario el control 
de estos compuestos. La técnica instrumental empleada para el análisis de 
PAHs es la cromatografía líquida de alta resolución (HPLC, siglas en inglés de 
High Performance Liquid Chromatography). El trabajo abarca desde la 
optimización de la separación cromatográfica de los PAHs, hasta el desarrollo 
de técnicas de extracción de estos compuestos en diferentes muestras de 
interés ambiental. 
 
 En cada uno de los próximos capítulos, se abordará la puesta a punto 
de diferentes técnicas analíticas. En primer lugar, se expondrá la optimización 
de la separación de PAHs por HPLC mediante el uso de un programa 
informático de optimización de gradientes con fases móviles ternarias, 
desarrollado en el propio grupo de investigación. En los capítulos siguientes, se 
abordará la extracción de PAHs con distintas técnicas en muestras de aguas 
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potables, madera, lodos de aguas residuales y pescados, incluyendo en el caso 







































III. OPTIMIZACIÓN DE LA SEPARACIÓN 





1.1. La cromatografía líquida de alta resolución 
 
 No se pretende en este capítulo extenderse en la teoría y fundamentos 
de la cromatografía líquida de alta resolución, algo que está exhaustivamente 
explicado en excelentes monografías1,2. Sin embargo, sí es conveniente hacer 
una pequeña reseña sobre la técnica con la que se ha llevado a cabo todo el 
trabajo expuesto en esta memoria. 
  
 La cromatografía líquida de alta resolución (HPLC, siglas del término 
inglés High-Performance Liquid Chromatography) es una técnica de separación 
en la que una mezcla de compuestos se distribuye entre dos fases (una fase 
móvil y una fase estacionaria), teniendo lugar la separación en función de las 
distintas afinidades que presenta cada compuesto presente en la mezcla por 
las diferentes fases. La fase estacionaria es un sólido poroso, generalmente en 
forma particulada, o bien una fina capa de una sustancia líquida ligada a un 
soporte sólido, contenida en el interior de un tubo habitualmente metálico y 
dando lugar a la columna cromatográfica, auténtico “corazón” del cromatógrafo 
                                                 
1 V.R. Meyer, Practical High-Performance Liquid Chromatography, John Wiley & Sons, 
Chichester (1988). 
2 S. Lindsay, High Performance Liquid Chromatography, Analytical Chemistry by Open 
Learning, 2ª ed., John Wiley & Sons, London (1998). 
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de líquidos. La fase móvil es un líquido, ya sea un disolvente o una mezcla de 
disolventes, a veces con un pH modificado mediante adición de ácidos, bases o 
sistemas tampón. 
 
 En ocasiones, el término HPLC se asocia a High-Pressure liquid 
chromatography (cromatografía líquida de alta presión), en referencia a la 
presión necesaria para que la fase móvil avance a través de una columna 
cromatográfica en la que el relleno está formado por partículas de muy pequeño 
diámetro. Ésta es la gran diferencia entre la cromatografía líquida clásica, en la 
que la fase móvil avanza a través de la fase estacionaria por gravedad o por 
capilaridad, y la moderna HPLC, en la que se precisa de una bomba para 
impulsar la fase móvil hacia el resto del sistema. 
 
 De forma general, los equipo de HPLC modernos están formados por 
los siguientes componentes: 
 
¾ Bomba: Es la encargada de impulsar el/los disolventes al resto 
del sistema. Las bombas modernas tienen capacidad para 
impulsar varios disolventes en proporciones variables y 
programables, y disponen de sistemas de desgasificación de 
fase móvil. 
¾ Inyector: Permite la introducción de una cierta cantidad de 
muestra en el sistema 
¾ Columna cromatográfica: Contiene la fase estacionaria y en ella 
tiene lugar la separación de los analitos. A veces va precedida de 
una “precolumna” para impedir que lleguen a la columna 
componentes de la muestra que puedan dañar la fase 
estacionaria. 
¾ Horno termostatizado: No siempre es necesario. Mantiene la 
temperatura de la columna constante, asegurando una mayor 
reproducibilidad en las separaciones. 
¾ Detector: Encargado de producir señales o respuestas analíticas 
ante la presencia de un determinado compuesto. Puede utilizarse 
más de uno simultáneamente, colocándolos en serie. 
¾ Sistema de adquisición de datos: Actualmente los ordenadores, 
dotados con programas específicos, se encargan de ello. 
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 En la Figura III-1 se muestra el esquema de un equipo de HPLC como 





Figura III-1: Esquema típico de un equipo de HPLC. Cada componente está numerado 
de la siguiente forma: (1) bomba; (2) inyector; (3) columna cromatográfica; (4) horno 
termostatizado; (5) detector; (6) ordenador para adquisición de datos. 
 
 En una separación por HPLC, la fase móvil impulsada por la bomba 
transporta una banda de muestra a través de la columna cromatográfica. En la 
columna, los analitos interaccionan con la fase estacionaria de tal forma que 
aquellos que sean más afines por la fase móvil serán menos retenidos por la 
fase estacionaria y eluirán antes, mientras que aquellos que tengan más 
afinidad por la fase estacionaria avanzarán más lentamente a través de la 
columna y eluirán por tanto más tarde. Una vez eluído cada compuesto, debe 
ser detectado. Para ello, se colocan a la salida de la columna cromatográfica 
uno o varios detectores que proporcionarán una respuesta al paso de los 
analitos (absorbancia, emisión fluorescente, conductividad...). El procesado de 
esta señal produce el cromatograma, en el que se representa la respuesta 
obtenida por el detector frente al tiempo. Por tanto, cada analito estará 
representado por un pico a un determinado tiempo de retención (tR). La 
intensidad de cada pico será directamente proporcional a la concentración del 
analito correspondiente en la muestra. 
 
 Entre los diferentes tipos de cromatografía líquida, sin duda la más 
utilizada actualmente es la cromatografía líquida en fase invertida, en la que el 
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utilizan disolventes polares, habitualmente fases acuosas y disolventes 
orgánicos miscibles con el agua (los más comunes son el acetonitrilo y el 
metanol). Existen dos modos de elución en HPLC. En modo isocrático, el 
disolvente utilizado como fase móvil no varía su composición a lo largo de la 
elución. En eluciones programadas, se utilizan al menos dos disolventes 
diferentes cuya proporción se va modificando a lo largo de la elución, 
permitiendo separaciones de mezclas mucho más complejas, más rápidas, y 
con mejores resoluciones. En cromatografía líquida en fase invertida, los 
gradientes comienzan con elevadas proporciones de fase acuosa, de manera 
que eluyen primero los analitos de mayor polaridad. Los analitos menos polares 
y por tanto más afines a la fase estacionaria quedarán más retenidos, y se 
forzará su elución mediante un aumento progresivo de la proporción de 
disolvente orgánico en la fase móvil. 
 
 La cromatografía líquida de alta resolución acoplada a un detector de 
absorción UV/Vis y/o fluorescencia es, junto con la cromatografía de gases 
acoplada a espectrometría de masas (GC-MS) o a detección de ionización de 
llama (GC-FID), la técnica instrumental más utilizada para el análisis de 
PAHs3,4. Ambas técnicas son utilizadas también en los métodos de la EPA, si 
bien en ellos se advierte que mientras con HPLC se logra la separación de los 
16 compuestos señalados por este organismo como contaminantes prioritarios, 
mediante GC-MS quedan sin resolver algunos pares de compuestos, 
concretamente antraceno - fenantreno, criseno - benzo(a)antraceno, 
benzo(b)fluoranteno – benzo(k)fluoranteno y dibenzo(a,h)antraceno – 
indeno(1,2,3-cd)pireno5,6,7,8. Además, la cromatografía de gases presenta 
problemas con los compuestos de mayor peso molecular9 derivados de su baja 
volatilidad. Este es el motivo por el que quizá la cromatografía líquida de alta 
                                                 
3 M.E. Nubbe, V. D. Adams, R.J. Watts, Y.R. Clark, Water Environ. Res., 64 (1992) 
303-333. 
4 P. Henner, M. Schiavon, J.L. Morel, E. Lichtfouse, Analusis Magazine, 25 (1997) 
56-59. 
5 US EPA, Method 550 – “Determination of polycyclic aromatic hydrocarbons in drinking 
water by liquid-liquid extraction and HPLC with coupled ultraviolet and fluorescence 
detection” (1990). 
6 US EPA, Method 610 – “Polynuclear aromatic hydrocarbons. Methods for organic 
chemical analysis of municipal and industrial wastewater”, (2001). 
7 US EPA, Method 8100 – “Polynuclear aromatic hydrocarbons” (1986). 
8 US EPA, Method 8310 – “Polynuclear aromatic hydrocarbons” (1986). 
9 W.R. Biggs, J.C. Fetzer, Trends Anal. Chem., 15 (1996) 196-205. 
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resolución sea la más citada en la bibliografía como técnica de referencia para 
el análisis de PAHs. 
 
1.2. Nuevas fases estacionarias: Columnas monolíticas 
 
 La cromatografía líquida ha evolucionado constantemente desde los 
primeros trabajos, asociados a Tswett10, a principios del siglo XX, cuando la 
fase móvil atravesaba la fase estacionaria por gravedad en columnas abiertas y 
las separaciones duraban horas, e incluso días. El término de HPLC surge en 
los años 70, cuando el uso de fases estacionarias formadas por partículas de 
muy pequeño diámetro obliga a hacer uso de bombas para impulsar la fase 
móvil a través de la columna. Desde la aparición de la cromatografía moderna, 
gran parte de los esfuerzos se han empleado en la innovación y mejora de las 
columnas cromatográficas con el fin de conseguir mejores separaciones en 
tiempos más cortos. 
 
 Las columnas convencionales utilizadas en cromatografía líquida de alta 
resolución en fase invertida, contienen un empaquetamiento formado por una 
fase hidrófoba o apolar, habitualmente grupos octadecilo (C-18) u octilo (C-8), 
ligados a un soporte sólido, generalmente partículas esféricas de sílice de 
diámetros cercanos a las 5 µm. Con este tipo de columnas, se ha constatado 
una notable mejora, en eficiencia y en tiempos de análisis, a través de la 
reducción del tamaño de partícula11. Sin embargo, el uso de partículas de 
menor tamaño produce un gran aumento de presión, no tolerado por los 
equipos de HPLC convencionales, siendo prácticamente imposible trabajar con 
columnas rellenas con fases estacionarias de menos de 3 µm de diámetro de 
partícula12. Del mismo modo, una mayor longitud de la columna cromatográfica 
produce un aumento en la eficiencia de la separación, pero también en la 
presión a la que se ve sometida la columna, de manera que es necesario 
adoptar un tamaño de compromiso. 
 
 Sí ha sido posible trabajar con partículas de tamaños inferiores a 1 µm 
mediante la técnica de UHPLC recientemente patentada (Ultrahigh-pressure 
liquid chromatography), que básicamente es una adaptación de un equipo de 
                                                 
10 M. Tswett, Proc. Warsaw Soc. Nat. Sci., 14 (1903) nº 6. 
11 N. Tanaka, H. Kobayashi, N. Ishizuka, H. Minakuchi, K. Nakanishi, K. Hosoya, T. 
Ikegami, J. Chromatogr. A, 965 (2002) 35-49. 
12 S. Eeltink, W.M.C. Decrop, G.P. Rozing, P.J. Schoenmakers, W. Th. Kok, J. Sep. 
Sci. 27 (2004) 1431-1440. 
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HPLC para trabajar a presiones elevadas. Mediante esta técnica se ha 
conseguido reducir la altura de plato teórico por debajo de 2 µm. También la 
electrocromatografía capilar, debido a la ausencia de altas presiones, permite el 
uso de fases estacionarias con partículas de muy pequeño diámetro13, 14, 
logrando por tanto una considerable reducción de la altura de plato teórico. Sin 
embargo, ninguna de las dos técnicas ha llegado a cuajar todavía en análisis 
rutinarios.  
 
 La técnica de HPLC a alta temperatura podría también superar, a priori, 
los inconvenientes derivados de las altas presiones alcanzadas en la columna, 
al reducirse la viscosidad de la fase móvil. Sin embargo, la posible degradación 
de los analitos en la columna o la baja estabilidad a altas temperaturas de la 
mayoría de los empaquetamientos con soporte de sílice hacen impracticable 
esta posibilidad15. 
 
 La aparición de nuevas fases estacionarias denominadas monolíticas ha 
supuesto una gran innovación en lo relativo a los rellenos de las columnas de 
HPLC, superando el problema asociado a la baja permeabilidad de los 
empaquetamientos tradicionales.  
 
 Las columnas monolíticas son columnas cuya fase estacionaria, en 
lugar de ser un sólido particulado, está formada por un material sólido dispuesto 
en una sola pieza, con una estructura tridimensional compuesta por un 
esqueleto con poros de diferentes tamaños (macroporos y mesoporos). En la 
Figura III-2 se muestra la imagen de esta estructura, obtenida mediante 
microscopía electrónica. En la figura A se muestra la estructura del esqueleto 
de una columna monolítica con sus macroporos de tamaños entre 1 y 3 µm. La 
figura B es una ampliación de la anterior, y en ella se pueden apreciar los 
mesoporos, de tamaños comprendidos entre los 10 y los 20 nm, sobre el 
esqueleto de este tipo de fases16. 
 
 
                                                 
13 M. Motokawa, H. Kobayashi, N. Ishizuka, H. Minakuchi, K. Nakanishi, H. Jinnai, 
K. Hosoya, T. Ikegami, N. Tanaka, J. Chromatogr. A, 961 (2002) 53-63. 
14 J.E. MacNair, K.D. Patel, J.W. Jorgenson, Anal. Chem., 71 (1999) 700-708. 
15 N. Wu, J. Dempsey, E.M. Yehl, A. Dovletoglou, D. Ellison, J. Wyvratt, Anal. Chim. 
Acta, 523 (2004) 149-156. 
16 S. Eeltink, W.M.C. Decrop, G.P. Rozing, P.J. Schoenmakers, W. Th. Kok, J. Sep. 
Sci., 27 (2004) 1431-1440. 













Figura III-2: Estructura de una fase estacionaria de tipo monolítico 
obtenida por microscopía electrónica. 
 
  
 En este tipo de columnas, los macroporos son los principales 
determinantes de la elevada permeabilidad de la fase, mientras que los 
mesoporos tienen mayor influencia en el área superficial. Estas estructuras 
proporcionan una elevada área de contacto con la fase móvil, estando, sin 
embargo, un alto porcentaje del espacio total ocupado por los macroporos. Esto 
se traduce en una mayor eficiencia de la columna (disminución en la altura de 
plato teórico) y una mínima resistencia al paso de la fase móvil, alcanzándose 
presiones mucho más bajas. Una columna Chromolith (primera columna 
monolítica de sílice comercializada -Merck-) de 150 mm x 4,6 mm produce una 
presión 3,5 veces inferior a una columna empaquetada de igual longitud y un 
tamaño de partícula de 3 µm, y 2,8 veces inferior a una columna empaquetada 
de 250 mm x 4,6 mm y un tamaño de partícula de 5 µm17. 
 
 La elevada permeabilidad de las columnas monolíticas tiene dos 
ventajas fundamentales: por un lado permite aumentar considerablemente la 
longitud de la columna (aumentando por tanto el número de platos teóricos). 
Por otro lado, permite separaciones más rápidas gracias a la posibilidad de 
operar con flujos de fase móvil elevados sin pérdida de eficiencia. Las curvas 
de Van Deemter obtenidas con estas columnas muestran una menor variación 
de la altura de plato teórico al modificar el flujo de fase móvil que en columnas 
con rellenos particulados17. Estamos pues ante columnas con las que se puede 
llegar a trabajar con flujos cercanos a los 5 mL/min, frente a los 0,5 – 1 mL/min 
                                                 
17 N. Wu, J. Dempsey, E.M. Yehl, A. Dovletoglou, D. Ellison, J. Wyvratt, Anal. Chim. 
Acta, 523 (2004) 149-156. 
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con los que generalmente se trabaja utilizando columnas con 
empaquetamientos particulados. Las posibilidades que ofrecen estas columnas 
van más allá, puesto que de esa elevada permeabilidad se deriva la posibilidad 
de conectar en serie varias columnas según las necesidades, mientras que la 
posibilidad de operar a elevados flujos convierten a estas columnas en idóneas 
para realizar separaciones cromatográficas bidimensionales, aprovechando su 
potencial en eluciones rápidas para emplearlas como columnas de segunda 
dimensión18, 19.  Otra ventaja adicional, es la posibilidad de preparar este tipo de 
columnas en el propio laboratorio. 
 
 Existen básicamente 2 tipos de columnas monolíticas. Las primeras en 
fabricarse fueron las columnas monolíticas poliméricas (finales de los 80 y 
principios de los 90). Estas columnas, fueron fabricadas a base de estireno, 
metacrilato, acrilamida o monómeros cíclicos20. Las segundas, a base de sílice,  
fueron introducidas mucho más tarde. El primer trabajo describiendo el uso de 
este tipo de columnas en HPLC fue publicado en 1996 por Nobuo Tanaka y 
colaboradores21 y hasta el año 2000 no se han comercializado. A pesar de ello, 
el número de publicaciones sobre columnas monolíticas de sílice es mucho 
mayor que el de columnas poliméricas22. 
 
 Una columna monolítica de sílice convencional tiene de forma general 
alrededor de un 85 % de porosidad, frente al 20 % típico de las columnas 
empaquetadas y su eficiencia es similar a la de una columna empaquetada con 
un tamaño de partícula de 3,5 µm (produciendo presiones notablemente 
menores, como ya se ha indicado anteriormente). Posiblemente esta elevada 
eficiencia venga determinada fundamentalmente por la gran homogeneidad del 
esqueleto de sílice y la distribución de los poros20. Su fabricación es 
relativamente sencilla, mediante polimerización de tetrametoxisilano o 
tetraetoxisilano en un proceso que implica reacciones sucesivas de hidrólisis y 
condensación. Este proceso se puede llevar a cabo directamente en el interior 
de un capilar o bien en un molde, para transferir posteriormente la columna 
                                                 
18 T. Murahashi, Analyst, 128 (2003) 611-615. 
19 T. Ikegami, E. Dicks, H. Kobayashi, H. Morisaka, D. Tokuda, K. Cabrera, K. 
Hosoya, N. Tanaka, J. Sep. Sci., 27 (2004) 1292-1302. 
20 T. Ikegami, N. Tanaka, Curr. Opin. Chem. Biol., 8 (2004) 527-533. 
21 H. Minakuchi, K. Nakanishi, N. Soga, N. Ishizuka, N. Tanaka, Anal. Chem., 68 
(1996) 3498-3501. 
22 K. Cabrera, J. Sep. Sci., 27 (2004) 843-852. 
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resultante a un tubo, generalmente de PEEK (poly ether ether ketone). Las 
columnas obtenidas de este modo no sobrepasan los 15 cm de largo. 
 
 Las propiedades descritas de las columnas monolíticas las convierten 
sin duda en objeto de estudio en cuanto a la optimización de separaciones 
cromatográficas. Especialmente, la posibilidad de trabajar a diferentes flujos de 
fase móvil suscita el interés de investigar las posibilidades que ofrece este 
parámetro en el proceso de optimización de la separación. 
 
1.3. Optimización de separaciones cromatográficas en gradiente con fase 
móvil ternaria 
 
1.3.1. Eluciones en gradiente 
 
 El desarrollo tecnológico que ha sufrido y continúa sufriendo la 
cromatografía líquida de alta resolución desde sus inicios ha hecho de ella una 
técnica puntera  prácticamente imprescindible en cualquier laboratorio analítico. 
Su gran versatilidad para resolver toda clase de problemas analíticos incluso 
muchos que otras técnicas no son capaces de hacerlo, la convierten en una 
herramienta de gran valor tanto en investigación como en análisis de rutina. Sin 
embargo, esta técnica ha nacido con muchas más expectativas de las que 
finalmente se han alcanzado, y todavía algunas posibilidades de la HPLC 
permanecen sin explotar. Una de ellas es la programación de gradientes de 
elución con fases móviles compuestas por más de 2 disolventes. 
 
 Los parámetros que afectan a una separación cromatográfica son muy 
numerosos. Entre ellos, podríamos señalar la composición de la fase móvil, el 
flujo, la composición de la fase estacionaria, tamaño de partícula, dimensiones 
de la columna cromatográfica,  temperatura de trabajo, etc23. Es evidente que la 
optimización de tal cantidad de parámetros resulta terriblemente complicada, 
incluso imposible si se trata de optimizar simultáneamente la totalidad de los 
factores. 
 
 Dejando a un lado los parámetros técnicos, tales como las 
características de la columna, sobre los que se ha avanzado muchísimo con el 
paso del tiempo (el último ejemplo lo tenemos en las columnas monolíticas, a 
                                                 
23 J.C. Berridge, Techniques for the automated optimization of HPLC separations, John 
Wiley & Sons, Chichester (1985). 
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las que se ha dedicado el anterior apartado), los esfuerzos se centran 
fundamentalmente en la optimización de los parámetros relativos a la fase 
móvil: composición, flujo, y variación de la composición a lo largo de la elución, 
es decir, programación de gradientes. Con un equipo de HPLC dado y una 
determinada columna cromatográfica, las modificaciones relativas a la fase 
móvil serán las más determinantes a la hora de obtener una buena separación 
de los analitos (sin olvidar la influencia de la temperatura). 
 
 A menudo las separaciones cromatográficas de mezclas sencillas se 
realizan en modo isocrático. En caso de que este tipo de elución sea capaz de 
separar los analitos en un tiempo razonable, este modo ofrece notables 
ventajas en lo que se refiere a su reproducibilidad, robustez, y a la posibilidad 
de inyecciones sucesivas de muestras sin necesidad de etapas intermedias de 
acondicionamiento de la columna24. Sin embargo, no siempre es posible la 
separación de una mezcla de compuestos con una elución isocrática. Cuando 
trabajamos con mezclas más complejas, suele ser imprescindible la elución en 
gradiente para separar la totalidad de los analitos en un tiempo más o menos 
corto y con resoluciones adecuadas. 
 
 El mayor potencial de las eluciones en gradiente para resolver mezclas 
complejas de analitos se debe a la posibilidad de variar la polaridad del 
disolvente durante la separación. Las fases móviles utilizadas en cromatografía 
líquida de alta resolución en fase invertida, suelen ser mezclas binarias de 
disolventes (agua o una disolución acuosa, y un modificador orgánico). Sin 
embargo, la posibilidad de programar eluciones con más de dos disolventes ya 
está recogida en la bibliografía desde los años 80, indicándose además su 
capacidad para mejorar las separaciones obtenidas con mezclas binarias25. 
 
 El número de variables a manejar durante la optimización de una 
separación por HPLC es muy amplio26, especialmente considerando fases 
móviles ternarias. Por tal motivo, la optimización puramente experimental es 
completamente inviable, y se hace imprescindible el uso de herramientas 
informáticas para el manejo de tal cantidad de parámetros, estableciendo 
                                                 
24 V.R. Meyer, Practical High-Performance Liquid Chromatography, John Wiley & Sons, 
Chichester (1988). 
25 J.L. Glajch, J.J. Kirkland, Anal. Chem., 54 (1982) 2593-2596. 
26 T.H. Hoang, D. Cuerrier, S. McClintock, M. Di Maso, J. Chromatogr. A, 991 (2003) 
281-287. 
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modelos empíricos o teóricos que definan la dependencia de los tiempos de 
retención de cada compuesto con dichas variables27, 28. 
 
 Actualmente existen programas informáticos comerciales de 
optimización de separaciones para HPLC, de los cuales DryLab29, cuyo 
desarrollo comenzó en 1986, es el más extendido. Sin embargo, la optimización 
de separaciones en gradiente utilizando fases móviles ternarias es mucho más 
complicada que con fases móviles binarias. Siouffi y Phan-Tan-Luu, han 
publicado un artículo de revisión en el año 2000 en el que hacen un repaso a 
los métodos de optimización de gradientes binarios y ponen de manifiesto el 
gran vacío existente en la investigación sobre gradientes ternarios30. 
 
1.3.2. Optimización mediante el programa PREGA 
 
 El reciente desarrollo de un software de optimización de separaciones 
cromatográficas en gradiente ternario en el propio grupo de investigación31, 32 
ha supuesto un gran avance en este campo, dando lugar por primera vez a un 
método eficaz y flexible de simulación y optimización que ha superado las 
numerosas limitaciones asociadas a anteriores trabajos. Este nuevo método se 
ha implementado en el programa de optimización denominado PREGA, 
desarrollado inicialmente para gradientes binarios, con las adaptaciones 
oportunas. Obviamente, no forma parte de este trabajo el desarrollo del 
software y las herramientas utilizadas para ello31, sin embargo, es conveniente 
una breve explicación para comprender su modo de funcionamiento, lo cual 
resultará de gran utilidad para el usuario. 
 
 El método de optimización para gradientes ternarios en el que se basa 
PREGA consta básicamente de 2 etapas: una primera etapa de modelización, y 
una segunda de optimización. En la primera etapa, el objetivo es establecer un 
modelo que sea capaz de predecir el tiempo de retención de cada uno de los 
                                                 
27 S. Heinisch, E. Lesellier, C. Podevin, J.L. Roca, A. Tchapla,  Chromatographia, 44 
(1997) 529-537. 
28 S.V. Galushko, Chromatographia, 36 (1993) 39-42. 
29 I. Molnar, J. Chromatogr. A, 965 (2002) 175-194.  
30 A.M. Siouffi, R. Phan-Tan-Luu, J. Chromatogr. A, 982 (2000) 75-106. 
31 J.A. Martínez Pontevedra, Nuevos desarrollos en la optimización de separaciones 
cromatográficas mediante la utilización de algoritmos genéticos. Tesis doctoral, 
Universidad de Santiago de Compostela (2002). 
32 J. A. Martínez-Pontevedra, L. Pensado, M.C. Casais, R. Cela, Anal. Chim. Acta, 
515 (2004) 127-141. 
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analitos en una elución isocrática, cualesquiera que sean los porcentajes de 
cada uno de los 3 disolventes que componen la fase móvil (siempre y cuando 
estos porcentajes estén entre los límites establecidos dentro de los cuales se 
va a desarrollar nuestro gradiente). Para llevar a cabo esta primera etapa, es 
necesario determinar experimentalmente los tiempos de retención de cada 
compuesto en diferentes eluciones isocráticas distribuidas estratégicamente en 
el triángulo de mezcla, de tal forma que el programa pueda ajustar mediante un 
algoritmo de modelización una superficie de respuesta. En la Figura III-3 se 
muestra un posible diseño experimental para tal efecto, en el que los tres 
disolventes utilizados como fases móviles vienen representados por las letras 
A, B y C, y los puntos 1 al 16 determinarían la composición de la fase móvil en 
las 16 eluciones isocráticas elegidas para construir el mapa de retención de 















Figura III-3: Ejemplo de diseño experimental para la 
creación del mapa de retención. 
 
 
 En la figura, se observan 3 puntos adicionales (en azul) que no serán 
utilizados para la creación del modelo, sino para su validación. La composición 
de la fase móvil en cada experimento representado en el triángulo de mezcla se 
indica en la Tabla III-1. 
 
  Es necesario señalar que este diseño de experimentos no es algo 
rígido, sino que PREGA permite elegir el diseño más adecuado a nuestro 
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llevar a cabo la modelización incluso en casos en los que, debido a la elevada 
retención de los analitos, no es posible la obtención de datos experimentales en 
la región del triángulo que determina mayores porcentajes del disolvente con 
menor fuerza eluyente. En este caso, el programa permite limitar el porcentaje 
máximo de dicho disolvente y realizar el diseño de experimentos sólo en una 
parte del triángulo de mezcla, distribuyendo los puntos de la forma más 
adecuada al problema. Igualmente, es posible, en caso de que el usuario lo 
considere necesario, añadir puntos en una zona del triángulo de mezcla en la 
que los resultados indiquen que la modelización está produciendo errores 
considerables (zonas de mayor cambio de pendiente en la superficie de 
respuesta, valles, etc.). 
 
 Así mismo, el programa dispone de una opción de extrapolación para 
aquellos puntos en los que, debido a la elevada retención en la columna, no 
haya sido posible determinar experimentalmente el tiempo de retención de un 
determinado compuesto.  
 
Tabla III-1: Composición de fase móvil en los experimentos 
del diseño y puntos de validación indicados en la Figura III-3. 
Exp. % A % B % C Exp. % A % B % C 
1 0 100 0 11 50 0 50 
2 0 75 25 12 75 0 25 
3 0 50 50 13 17 66 17 
4 0 25 75 14 17 17 66 
5 0 0 100 15 34 33 33 
6 25 75 0 16 66 17 17 
7 50 50 0 17 17 41 42 
8 75 25 0 18 42 41 17 
9 100 0 0 19 42 17 41 
10 25 0 75     
 
 
 Una vez determinados experimentalmente estos tiempos de retención, 
el programa, mediante un algoritmo matemático, ajusta a los puntos 
experimentales una superficie de respuesta que permitirá determinar el tiempo 
de retención teórico de cada analito en cualquier elución isocrática dentro del 
dominio experimental. La Figura III-4 muestra un ejemplo de mapa de retención 
obtenido por el programa. En él se aprecia como para elevados porcentajes de 
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Figura III-4: Ejemplo de mapa de retención. 
 
 En esta primera etapa, es necesario introducir algunos datos adicionales 
referentes al equipo cromatográfico con el que se está trabajando, que el 
programa utilizará en el proceso de optimización: el tiempo de delay del equipo 
de HPLC, tD, el tiempo muerto de la columna cromatográfica, tM, la longitud de 
la columna, y el número de platos teóricos. 
 
 La segunda etapa es la correspondiente al proceso de optimización de 
la separación. Para ello, PREGA se basa en una premisa ya utilizada en su 
primera versión para gradientes binarios, según la cual cualquier gradiente 
binario puede ser transformado en otro gradiente equivalente formado por 11 
etapas isocráticas (denominadas escalones)33, 34, 35, 36. Las composiciones 
(proporción de modificador orgánico) inicial y final del gradiente escalonado  
serán exactamente las mismas que las del gradiente original, y los 11 
escalones se obtendrán dividiendo el rango de proporciones de modificador 
orgánico en 11 segmentos iguales. De este modo, sólo variando la duración de 
cada uno de los escalones se obtendrá el gradiente equivalente. Según se ha 
demostrado, esta premisa se cumple igualmente para eluciones en gradiente 
ternario37. 
 
                                                 
33 R. Cela, M. Lores, Comp. Chem., 20 (1996) 175-191. 
34 R. Cela, M. Lores, Comp. Chem., 20 (19996) 193-202. 
35 R. Cela, M. Lores, O. Cabaleiro, E. Leira, Comp. Chem., 20 (1996) 285-313. 
36 R. Cela, M. Lores, O. Cabaleiro, E. Leira, Comp. Chem., 20 (1996) 315-330. 
37 J. A. Martínez-Pontevedra, L. Pensado, M.C. Casais, R. Cela, Anal. Chim. Acta, 
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 Así pues, en la etapa de optimización, PREGA hará una búsqueda entre 
los posibles gradientes escalonados dentro del triángulo de mezcla hasta llegar 
al gradiente óptimo. Esta búsqueda está dirigida por una estrategia evolutiva 
denominada “algoritmos genéticos”. El gradiente obtenido puede representarse 
en el triángulo de mezcla como una línea recta cuyos extremos determinarían la 
composición inicial y final de la fase móvil. Esta recta estará dividida en 11 
segmentos iguales, que representan las 11 etapas isocráticas siendo la 
duración de cada uno de ellas la que le terminará de dar identidad al gradiente. 
 
 En este capítulo, se empleará el software de optimización PREGA para 
la optimización de la separación de los 16 PAHs señalados por la EPA como 
contaminantes prioritarios mediante gradientes ternarios. La optimización se 
llevará a cabo con dos columnas diferentes: una columna C18 tradicional, con 
soporte esférico de sílice, y una columna C18 monolítica en la que se 
ensayarán diferentes flujos de fase móvil. 
 
2. Material, instrumentación y reactivos 
 
2.1. Material e instrumentación 
 
¾ Equipo de cromatografía líquida de alta resolución. 
- Bomba cuaternaria 600 E (Waters). 
- Inyector automático WISP 700 (Waters). 
- Horno termostatizado Temperature Control Module (Waters). 
- Detector de red de fotodiodos 996 (Waters). 
- Interfase System Interface Module (SIM) (Waters). 
- Columna cromatográfica Vydac 201 TP52 (C18, 250 x 2,1 mm, 5 
µm diámetro de partícula) protegida por una precolumna Vydac 
201 TP. 
- Columna cromatográfica Chromolith RP-18e (100 x 4,6 mm) 
(Merck). 
- Software de adquisición y procesado de datos Millenium 32 
(Waters). 
¾ Software PREGA, versión especialmente diseñada para 
optimización de gradientes ternarios desarrollada en el propio grupo 
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de investigación38. Instalada en ordenador con procesador Pentium 
II MMX 300 MHz, con 64 MB de RAM. 
¾ Matraces aforados. 
¾ Micropipetas. 
¾ Balanza analítica BP 211D (Sartorius). 




¾ Patrones individuales de PAHs: Naftaleno, acenaftileno, acenafteno, 
fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno, 
benzo(a)antraceno, criseno, benzo(b)fluoranteno, 
benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno, dibenzo(a,h)antraceno, 
benzo(g,h,i)perileno, indeno(1,2,3-cd)pireno (Supelco). 
¾ Mezcla de PAHs EPA 610 Polynuclear Aromatic Hydrocarbons Mix 
(supelco). 
¾ Acetona grado GC (Scharlau). 
¾ Acetonitrilo grado gradiente (Merck). 
¾ Metanol grado gradiente (Merck). 
¾ Agua ultrapura obtenida en el laboratorio a través de un sistema 
Milli-Q (Millipore). 
 
 Las disoluciones de los PAHs a partir de los patrones sólidos y de la 
mezcla comercial EPA 610 se prepararon en acetonitrilo, en concentraciones 
aproximadas de 50 ppm. Los disolventes utilizados como fase móvil han sido el 
metanol, acetonitrilo y agua. 
 
3. Parámetros característicos del equipo 
 
 En la introducción de este capítulo se ha descrito brevemente el 
funcionamiento de PREGA. Para poder realizar la modelización, previamente a 
la introducción de los datos experimentales correspondientes a los tiempos de 
retención de cada analito en las condiciones dadas por el diseño experimental, 
PREGA necesita una serie de datos acerca del equipo con el que se lleva a 
cabo la optimización. Estos datos son los siguientes: 
                                                 
38 J.A. Martínez Pontevedra, Nuevos desarrollos en la optimización de separaciones 
cromatográficas mediante la utilización de algoritmos genéticos. Tesis doctoral, 
Universidad de Santiago de Compostela (2002). 




¾ Tiempo de delay del cromatógrafo. 
¾ Tiempo muerto de la columna. 
¾ Longitud de la columna. 
¾ Número de platos teóricos de la columna. 
 
 Dejando a un lado la parte puramente de optimización, la simulación se 
basa en el modelo de gradientes escalonados y la modelización de los tiempos 
de retención. Resulta muy simple para el programa determinar el tiempo de 
retención teórico de cada analito en un gradiente dado, si se conoce la 
velocidad a la que avanza el analito a través de la columna en cada una de las 
etapas isocráticas que componen dicho gradiente. Esta velocidad, se deduce 
de forma instantánea a partir del tiempo de retención del analito en unas 
condiciones isocráticas dadas (dato extraído del mapa de retención creado a 
partir de los datos experimentales obtenidos) y la longitud de la columna.  
 
 Sin embargo es necesario hacer otra consideración. En todos los 
equipos de HPLC existen diferencias entre el gradiente programado en la 
bomba que impulsa la fase móvil y el que llega a la columna cromatografica. 
Los volúmenes muertos existentes entre la cámara de mezcla de la bomba y la 
columna (válvulas, conexiones, etc.) provocan un cierto retardo desde que la 
bomba programa un nuevo escalón hasta que éste llega a la columna 
cromatográfica. A este tiempo se le denomina tiempo de delay, también 
llamado por algunos autores tiempo de retardo, y es un parámetro 
característico de cada equipo cromatográfico y dependiente del flujo de fase 
móvil. Obviamente, el tiempo de delay de un equipo no tiene ninguna 
importancia en eluciones isocráticas, pero debe tenerse en cuenta cuando se 
trabaja en gradiente y resulta indispensable introducir su valor en el programa 
para que las predicciones de tiempos de retención sean correctas. Se debe 
señalar además que las diferencias entre los tiempos de delay de dos equipos 
cromatográficos distintos pueden determinar que el gradiente optimizado para 
uno no sea válido en el otro y requiera alguna pequeña modificación. 
 
 Para la determinación del tiempo de delay de nuestro equipo 
cromatográfico, se ha dopado uno de los disolventes orgánicos utilizados como 
fase móvil (metanol) con un 0,5 % de acetona (disolvente que presenta 
absorción en la región UV/Vis), y se ha retirado la columna, conectando 
directamente la línea de salida del inyector al detector de fotodiodos. Una vez 
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purgado el sistema se ha programado el gradiente mostrado en la Tabla III-2 
con un flujo de fase móvil fijo.  
 
Tabla III-2: Gradiente programado para la determinación del 
tiempo de delay del equipo de HPLC a un flujo dado. 
Tiempo 
(min) 
% H2O % MeOH 
(0,5% acetona) 
Curva 
 100 0  
15 50 50 lineal 
 
 El registro de la señal obtenida por el detector de red de diodos 
seleccionando una longitud de onda de absorción de 254 nm produce un 
gráfico como el mostrado en la Figura III-5, correspondiente a la determinación 
del tiempo de delay de nuestro equipo a un flujo de fase móvil de 0,4 mL/min. 
En este gráfico se observa un cambio de pendiente a los 13,5 minutos, 
ocasionado por la llegada al detector de la fase metanólica dopada con acetona 
que realmente la bomba ya impulsaba desde el inicio del gradiente. Por tanto, 













Figura III-5: Cálculo del tiempo de delay (tD) del cromatógrafo. 
 
 Como ya se ha dicho, el tiempo de delay es característico de cada 
equipo y varía dependiendo del flujo de fase móvil, por lo que se ha calculado 
para todos los flujos con los que se ha trabajado, con las dos columnas 
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Tabla III-3: Tiempos de delay del equipo de HPLC. 






 El tiempo muerto de la columna es el tiempo que tarda en eluir un pico 
no retenido por la fase estacionaria. Es esencial para el cálculo del factor de 
retención de la columna, y existen varios modos de determinarlo39. La forma 
más sencilla, consiste en la determinación del tiempo al que ocurre una 
pequeña perturbación en la línea de base del cromatograma correspondiente a 
cualquier inyección (ya sea de una mezcla de compuestos o simplemente de 
disolvente). 
 
 Los parámetros característicos de la columna cromatográfica vienen 
indicados en los datos técnicos de la propia columna. 
 
 Adicionalmente, se introducirá también en el programa el número y 
nombre de los compuestos cuya separación se va a optimizar, así como los 
disolventes utilizados como fase móvil. 
 
4. Diseño experimental 
 
 Tal como se ha comentado en la introducción de este capítulo, en el 
apartado 1.3.2., la primera etapa del proceso de optimización tiene como 
objetivo la modelización de los tiempos de retención de cada uno de los 
analitos cuya separación se pretende optimizar; es decir, el programa debe 
crear un modelo que relacione la composición de la fase móvil con el tiempo de 
retención de cada analito en una elución isocrática. Indudablemente, la calidad 
de las predicciones de los tiempos de retención por parte de este modelo va a 
tener un alto grado de dependencia con la elección de los experimentos 
elegidos para la creación del modelo, es decir, el diseño experimental. 
 
 PREGA no es un programa rígido en este sentido y permite al 
cromatografista elegir los puntos dentro del triángulo de mezcla que crea más 
                                                 
39 C.A. Rimmer, C.R. Simmons, J.G. Dorsey, J. Chromatogr. A, 965 (2002) 219-232.  
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convenientes. El programa ofrece algunos diseños cuya efectividad ha sido 
comprobada, uno de los cuales se ha mostrado anteriormente en la figura III-3, 
sin embargo, permite la modificación de estos “diseños base”, o la adición o 
exclusión de puntos. 
 
 La determinación de los tiempos de retención de los 16 PAHs en los 
puntos del diseño de experimentos elegido se ha llevado a cabo inyectando 
diferentes patrones individuales en acetonitrilo, o mezclas de PAHs en aquellos 
experimentos en los que los tiempos de retención de cada analito fueron 
suficientemente diferentes, en cuyo caso la identidad de los picos del 
cromatograma se ha determinado a través del espectro de absorción. 
 
 El control de todas las variables potencialmente influyentes es 
sumamente importante en un proceso de optimización. La temperatura de la 
columna cromatográfica es uno de los parámetros que pueden afectar 
considerablemente a los tiempos de retención de los analitos, de tal forma que 
un aumento de temperatura generalmente provoca una disminución en los 
tiempos de retención40. Como es lógico, la temperatura de la columna se ha 
mantenido constante a lo largo de todo el trabajo a 35 ºC. 
 
 La concentración de los patrones no es un factor influyente en un trabajo 
cualitativo como el que nos ocupa. Se han utilizado patrones con 
concentraciones aproximadas de 50 ppm, suficientes para detectar con claridad 
los 16 PAHs mediante absorción UV/Vis, y el volumen de inyección ha sido de 
10 µL. La detección de los picos se ha realizado a una longitud de onda de 254 
nm, a la cual los PAHs presentan un máximo de absorción. 
 
4.1. Columna Vydac 201 TP52 
 
 La primera columna utilizada en este trabajo, la Vydac 201 TP52, con 
fase estacionaria C18 con soporte esférico de sílice, ha mostrado retenciones 
bastante elevadas. El flujo de fase móvil empleado con esta columna ha sido de 
0,4mL/min. Las eluciones con porcentajes de agua superiores al 50 % han 
dado como resultados tiempos de retención muy altos, y en la mayoría de los 
compuestos ni siquiera han podido ser determinados. Por este motivo, el diseño 
experimental inicialmente previsto ha debido ser modificado descartando los 
                                                 
40 V.R. Meyer, Practical High-Performance Liquid Chromatography, John Wiley & Sons, 
Chichester (1988). 
III. Optimización de la separación cromatográfica de PAHs en gradiente ternario  
 
57
experimentos situados en la parte del triángulo de mezcla donde no ha sido 
posible obtener estos datos. Esto únicamente implica reducir el dominio de 
nuestra superficie de respuesta (mapa de retención) y por tanto la zona del 
triángulo en la que se van a situar los gradientes en el proceso de optimización. 
Es decir, el programa no considerará ningún gradiente que comience con 
porcentajes de agua superiores al 50 %. 
 
 En la Figura III-6 se muestran los puntos elegidos en el diseño 














Figura III-6: Diseño experimental elegido para la 
optimización con la columna Vydac 201 TP52. 
 
 
 Como se puede ver en la figura, PREGA permite crear un mapa de 
retención capaz de predecir los tiempos de retención de cada analito en 
cualquier elución isocrática dentro del rango de trabajo con un número 
relativamente pequeño de experimentos (17). El punto 18 (en color rojo) es el 
punto de validación y servirá para verificar la calidad de las predicciones. En la 
Tabla III-4 se muestran las composiciones de fase móvil en cada uno de los 
puntos del diseño utilizado en este caso y los tiempos de retención obtenidos 
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Tabla III-4: Tiempos de retención experimentales (expresados en minutos) obtenidos 
en los puntos del diseño con la columna Vydac 201 TP52. La distribución de los puntos 





















Naftaleno 2,39 2,30 2,28 2,26 2,26 2,56 2,94 3,52 12,78 
Acenaftileno 2,42 2,35 2,30 2,29 2,29 2,69 3,30 3,87 18,73 
Acenafteno 2,45 2,38 2,34 2,34 2,35 2,85 3,80 4,79 29,54 
Fluoreno 2,46 2,38 2,34 2,32 2,33 2,94 3,97 5,27 39,18 
Fenantreno 2,50 2,42 2,38 2,37 2,38 3,06 4,37 5,96 55,21 
Antraceno 2,58 2,47 2,42 2,41 2,43 3,31 5,18 7,15 76,33 
Fluoranteno 2,67 2,53 2,47 2,45 2,48 3,60 6,08 8,76 118,18 
Pireno 2,78 2,62 2,55 2,53 2,57 3,85 6,99 9,79 --- 
B(a)A 3,13 2,81 2,69 2,65 2,70 5,38 11,77 19,42 --- 
Criseno 3,37 2,95 2,79 2,74 2,79 6,03 13,46 22,08 --- 
B(b)F 3,86 3,26 3,04 2,97 3,06 8,05 20,75 36,20 --- 
B(k)F 4,34 3,52 3,23 3,12 3,22 9,77 26,64 47,08 --- 
B(a)P 4,75 3,85 3,52 3,38 3,52 10,79 28,80 50,19 --- 
Db(a,h)A 5,87 4,29 3,75 3,55 3,69 16,75 54,04 75,62 --- 
B(g,h,i)P 5,97 4,68 4,20 4,01 4,23 15,09 43,32 100,89 --- 





















Naftaleno 2,69 5,52 2,69 2,55 3,71 5,63 4,54 7,66 
Acenaftileno 2,92 6,53 2,80 2,63 4,16 6,93 5,28 9,94 
Acenafteno 3,04 8,33 3,11 2,83 5,11 9,51 6,70 13,99 
Fluoreno 3,07 8,99 3,21 2,85 5,47 11,03 7,25 16,42 
Fenantreno 3,37 10,79 3,41 3,00 6,33 13,75 8,66 21,29 
Antraceno 3,78 12,90 3,75 3,17 7,45 17,40 10,33 27,06 
Fluoranteno 4,18 16,27 4,15 3,42 9,13 23,40 13,01 37,57 
Pireno 4,59 18,34 4,53 3,66 10,25 26,72 14,72 42,71 
B(a)A 5,97 34,07 6,55 4,53 18,52 61,74 27,64 102,74 
Criseno 6,45 36,85 7,31 4,88 20,48 68,13 30,03 110,90 
B(b)F 8,74 60,79 10,27 6,29 33,21 124,83 49,94 --- 
B(k)F 10,14 75,17 12,42 7,17 41,32 162,15 62,01 --- 
B(a)P 11,53 81,94 13,97 8,15 45,53 --- 67,83 --- 
Db(a,h)A 15,42 144,3 21,50 10,38 80,86 --- 122,00 --- 
B(g,h,i)P 16,66 129,6 20,45 11,44 72,58 --- 108,73 --- 
I(1,2,3-cd)P 18,86 159,9 24,82 12,75 89,59 --- 134,31 --- 
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 Como se puede observar a la vista de los tiempos de retención 
obtenidos, en el punto 9, correspondiente a una fase móvil compuesta por 
metanol y agua al 50 %, sólo se han podido determinar los tiempos de 
retención de 7 compuestos. La elevada retención que muestran los PAHs con 
este tipo de columna ha imposibilitado la obtención de los datos para los otros 9 
PAHs. Tampoco en el punto 17 ha sido posible determinar el tiempo de 
retención de los 6 últimos compuestos en eluir. Ante esta situación, lo 
razonable es “cortar” el triángulo de mezcla por la mitad, descartando 
porcentajes de agua superiores al 50 % y trabajar con la mitad inferior del 
triángulo de mezcla. 
 
 Sin embargo, a pesar de recortar el dominio de nuestro mapa de 
retención, todavía tenemos puntos del diseño en los que no ha sido posible 
determinar el tiempo de retención de los compuestos más retenidos. PREGA 
tiene capacidad para extrapolar a partir de los datos experimentales existentes 
los tiempos de retención en aquellos experimentos en los que no haya sido 
posible detectar la elución de todos los analitos. Para ello, el programa se basa 
en un modelo teórico según el cual todos los compuestos presentan una 
relación lineal entre el logaritmo del factor de retención y el porcentaje de 
modificador orgánico en la fase móvil41. Esta teoría es válida para eluciones con 
fases móviles binarias, por lo que solo será aplicable en puntos situados en los 
lados del triángulo, y nunca en su interior. Por tanto, para la extrapolación de 
los datos no obtenidos experimentalmente, el programa procederá al ajuste por 
el método de mínimos cuadrados de la siguiente recta: 
 








 Siendo k el factor de retención para cada uno de los compuestos, a y b 
los coeficientes de la recta, x la concentración de uno de los dos disolventes, tr 
el tiempo de retención del compuesto y t0 el tiempo muerto de la columna. 
 
 Debe tenerse en cuenta que la fiabilidad de la extrapolación a través de 
este ajuste dependerá del número de puntos de los que dispongamos. Éste es 
el motivo por el cual se ha decidido añadir en el diseño los puntos 6 y 7 
señalados en la figura III-6 (inicialmente no previstos) dando más consistencia a 
                                                 
41 L.R. Snyder, J.W. Dolan, D.C. Lommen, J. Chromatogr.,  485 (1989) 65-89. 
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los insuficientes datos que han podido obtenerse de forma experimental en el 
lado del triángulo que representa las eluciones con mezclas de agua y metanol. 
 
 Una vez generado el mapa de retención, el modelo debe ser validado. 
Para ello, se ha inyectado una mezcla de los 16 PAHs en las condiciones 
dadas por el punto 18 en la figura III-6 y los tiempos de retención obtenidos 
experimentalmente se han comparado con los teóricos calculados por PREGA. 
En la Tabla III-5 se muestran las diferencias obtenidas. 
 
Tabla III-5: Comparación de los tiempos de retención 
experimentales y teóricos en el punto de validación 18 (composición 
de la fase móvil: 50 % metanol, 20 % acetonitrilo, 30 % agua). 
 tR exp. (min) tR teórico (min) Error (%) 
Naftaleno 3,45 3,59 4,1 
Acenaftileno 3,83 3,92 2,3 
Acenafteno 4,80 4,93 2,7 
Fluoreno 5,23 5,34 2,1 
Fenantreno 6,05 6,11 1,0 
Antraceno 7,08 7,20 1,7 
Fluoranteno 8,70 8,72 0,2 
Pireno 9,72 9,65 0,7 
B(a)A 18,30 17,92 2,1 
Criseno 21,22 20,11 5,2 
B(b)F 35,01 33,03 5,7 
B(k)F 45,01 42,05 6,6 
B(a)P 45,50 42,13 7,4 
Db(a,h)A 88,00 83,51 5,1 
B(g,h,i)P 76,21 73,70 3,3 
I(1,2,3-cd)P 100,51 95,86 4,6 
 
 Como se puede observar, el elevado grado de concordancia entre los 
tiempos de retención experimentales y las predicciones del programa 
demuestran la validez del modelo en un punto cercano a la zona del triángulo 
de mezcla en la que la escasez de datos experimentales podría inducir a 
mayores errores en las predicciones. Obviamente la validación en un solo punto 
no asegura la validez del modelo en toda la extensión del mapa de retención, y 
es decisión del cromatografista validar el modelo en los puntos que considere 
oportuno. Sin embargo, a efectos prácticos, y teniendo en cuenta que los 
gradientes generados por PREGA se componen de varias etapas isocráticas 
distribuidas en una recta dentro del triángulo de mezcla, será la comparación de 
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los tiempos de retención experimentales y los calculados en un gradiente 
obtenido mediante el programa la que nos confirmará la validez del modelo. 
 
4.2. Columna Chromolith RP-18e 
 
 A diferencia de las columnas de fase invertida con soporte esférico de 
sílice, las columnas monolíticas permiten trabajar a diferentes flujos sin  
notables cambios en su eficiencia, tal como se ha comentado ya en la 
introducción de este capítulo y como hemos verificado experimentalmente. En 
la Figura III-7 se muestran los cromatogramas obtenidos al inyectar una mezcla 
de los 16 PAHs estudiados llevando a cabo una elución isocrática (70 % 














































Figura III-7: Mezcla de PAHs eluída en condiciones isocráticas (70 % acetonitrilo, 30 % 
agua) a diferentes flujos de fase móvil. 
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 Como se puede apreciar en la figura, el aumento de flujo, como es 
lógico, repercute en el tiempo de retención de los analitos, pero la resolución de 
los picos no se ve afectada de manera importante, lo cual permite ampliar las 
posibilidades de la optimización utilizando diferentes flujos de fase móvil. 
Inicialmente, se ha trabajado con 3 flujos diferentes (1, 2 y 5 mL/min). La 
optimización se ha realizado de forma independiente para cada flujo, puesto 
que la versión actual de PREGA no contempla el flujo como factor optimizable. 
 
 La retención que ha mostrado la columna monolítica con los PAHs ha 
sido muy similar a la mostrada con la columna Vydac 201 TP52. De nuevo los 
altos valores en los tiempos de retención han obligado a limitar el porcentaje de 
agua a un máximo de 50 %, escogiéndose un diseño muy similar al presentado 
en el caso anterior. De hecho, únicamente se han variado ligeramente los 
puntos situados en el lado del triángulo correspondiente a la mezcla metanol / 
agua. En este caso, la retención ligeramente inferior con respecto a la columna 
Vydac 201 TP52 ha permitido una mejor distribución de los experimentos. La 
situación de los puntos del diseño se muestra en la Figura III-8. Este mismo 
diseño ha sido el utilizado en las optimizaciones con los 3 flujos de fase móvil 
ensayados. En la Tabla III-6,  Tabla III-7 y Tabla III-8 se muestran los tiempos 
de retención obtenidos y la composición de la fase móvil en cada experimento 














Figura III-8: Diseño experimental elegido para la 
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Tabla III-6: Tiempos de retención experimentales (expresados en minutos) obtenidos 
en los puntos del diseño con la columna Chromolith RP-18e para un flujo de 1 mL/min. 





















Naftaleno 1,86 1,84 1,82 1,82 1,83 2,58 3,08 4,03 13,25 
Acenaftileno 1,90 1,85 1,84 1,86 1,85 2,78 3,42 5,81 18,86 
Acenafteno 2,02 1,96 1,93 1,92 1,93 3,51 4,61 8,68 32,88 
Fluoreno 1,99 1,93 1,90 1,89 1,89 3,54 4,69 9,22 38,08 
Fenantreno 2,01 1,95 1,92 1,92 1,93 3,70 4,98 10,32 48,21 
Antraceno 2,03 1,97 1,94 1,94 1,96 3,93 5,44 11,81 58,45 
Fluoranteno 2,12 2,03 1,99 1,99 2,01 4,60 6,61 15,67 87,90 
Pireno 2,20 2,10 2,07 2,06 2,08 5,01 7,26 17,41 98,53 
B(a)A 2,27 2,15 2,09 2,09 2,12 6,76 10,74 31,26 --- 
Criseno 2,29 2,16 2,10 2,10 2,13 6,67 10,50 30,01 --- 
B(b)F 2,53 2,33 2,25 2,24 2,28 9,42 15,78 50,02 --- 
B(k)F 2,55 2,34 2,27 2,25 2,30 9,87 16,83 54,62 --- 
B(a)P 2,71 2,50 2,39 2,37 2,42 10,67 17,91 56,45 --- 
Db(a,h)A 2,74 2,48 2,35 2,33 2,39 14,00 25,51 84,19 --- 
B(g,h,i)P 3,20 2,87 2,72 2,68 2,75 15,25 26,46 93,26 --- 





















Naftaleno 2,45 5,50 2,32 2,22 3,59 5,94 4,64 8,35 
Acenaftileno 2,60 6,58 2,43 2,31 4,10 7,39 5,49 10,90 
Acenafteno 3,01 9,03 2,87 2,58 5,48 10,93 7,43 16,49 
Fluoreno 2,93 9,20 2,84 2,52 5,56 11,61 7,62 17,93 
Fenantreno 3,12 10,65 2,95 2,64 6,18 13,45 8,85 21,87 
Antraceno 3,27 11,91 3,09 2,75 6,79 15,22 9,86 25,38 
Fluoranteno 3,64 15,01 3,46 2,99 8,36 19,54 12,48 34,95 
Pireno 3,93 16,36 3,75 3,20 9,21 21,41 13,72 38,26 
B(a)A 4,64 26,01 4,51 3,61 13,72 36,93 21,69 71,20 
Criseno 4,59 24,76 4,50 3,60 13,33 35,21 20,84 67,23 
B(b)F 5,86 38,21 5,86 4,39 20,29 61,43 32,49 117,25 
B(k)F 6,05 41,26 6,03 4,51 21,66 66,97 34,93 128,51 
B(a)P 6,55 42,61 6,60 4,88 23,01 69,18 36,36 130,70 
Db(a,h)A 7,45 61,47 7,73 5,32 32,43 127,70 53,61 251,31 
B(g,h,i)P 8,90 61,67 9,07 6,31 34,44 115,75 54,31 228,60 
I(1,2,3-cd)P 8,59 65,22 8,96 6,13 35,15 128,13 56,76 252,23 
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Tabla III-7: Tiempos de retención experimentales (expresados en minutos) obtenidos 
en los puntos del diseño con la columna Chromolith RP-18e para un flujo de 2 mL/min. 





















Naftaleno 0,97 0,95 0,93 0,94 0,95 1,33 1,59 2,47 6,91 
Acenaftileno 0,97 0,96 0,95 0,95 0,96 1,43 1,77 2,96 9,83 
Acenafteno 1,05 1,02 1,00 1,00 1,01 1,80 2,34 4,46 16,86 
Fluoreno 1,04 1,00 0,99 0,98 0,98 1,81 2,37 4,73 19,50 
Fenantreno 1,04 1,01 1,00 1,00 1,00 1,88 2,58 5,29 24,56 
Antraceno 1,06 1,03 1,01 1,01 1,02 2,00 2,82 6,02 29,70 
Fluoranteno 1,10 1,05 1,04 1,03 1,04 2,33 3,44 7,98 44,44 
Pireno 1,14 1,09 1,07 1,07 1,08 2,53 3,79 8,85 49,70 
B(a)A 1,18 1,11 1,08 1,08 1,09 3,40 5,63 15,70 --- 
Criseno 1,18 1,12 1,09 1,08 1,10 3,37 5,50 15,08 --- 
B(b)F 1,30 1,20 1,16 1,15 1,18 4,69 8,31 25,38 --- 
B(k)F 1,31 1,21 1,17 1,16 1,19 4,90 8,86 27,80 --- 
B(a)P 1,39 1,28 1,23 1,22 1,24 5,31 9,41 28,83 --- 
Db(a,h)A 1,40 1,26 1,21 1,20 1,23 6,96 13,43 44,13 --- 
B(g,h,i)P 1,63 1,45 1,38 1,37 1,40 7,61 13,92 41,45 --- 





















Naftaleno 1,26 2,81 1,20 1,13 1,85 2,89 2,34 4,25 
Acenaftileno 1,33 3,37 1,25 1,18 2,10 3,52 2,76 5,53 
Acenafteno 1,52 4,53 1,47 1,32 2,76 5,25 3,75 8,35 
Fluoreno 1,50 4,66 1,46 1,29 2,80 5,61 3,85 9,08 
Fenantreno 1,59 5,44 1,51 1,35 3,13 6,60 4,41 11,08 
Antraceno 1,67 6,07 1,58 1,39 3,44 7,57 4,91 12,85 
Fluoranteno 1,85 7,64 1,77 1,51 4,23 10,17 6,20 11,72 
Pireno 1,99 8,37 1,90 1,61 4,65 11,28 6,80 19,46 
B(a)A 2,34 13,14 2,28 1,81 6,87 20,51 10,70 37,67 
Criseno 2,32 12,53 2,28 1,80 6,68 19,58 10,29 35,56 
B(b)F 2,94 19,32 2,96 2,21 10,09 33,51 16,02 62,45 
B(k)F 3,03 20,80 3,02 2,26 10,73 36,80 17,17 68,98 
B(a)P 3,28 21,52 3,31 2,45 11,39 37,63 17,92 70,19 
Db(a,h)A 3,72 31,28 3,85 2,64 16,02 67,29 26,70 124,00 
B(g,h,i)P 4,35 31,27 4,50 3,15 16,99 63,30 27,01 111,00 
I(1,2,3-cd)P 4,29 32,86 4,46 3,07 17,41 67,89 28,30 124,00 
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Tabla III-8: Tiempos de retención experimentales (expresados en minutos) obtenidos 
en los puntos del diseño con la columna Chromolith RP-18e para un flujo de 5 mL/min. 





















Naftaleno 0,42 0,42 0,42 0,42 0,42 0,59 0,68 1,06 2,78 
Acenaftileno 0,44 0,42 0,42 0,42 0,43 0,63 0,75 1,28 3,93 
Acenafteno 0,47 0,45 0,44 0,44 0,44 0,78 0,96 1,92 6,67 
Fluoreno 0,47 0,45 0,45 0,44 0,44 0,79 1,00 2,04 7,67 
Fenantreno 0,47 0,46 0,45 0,45 0,45 0,82 1,07 2,29 9,73 
Antraceno 0,47 0,46 0,45 0,45 0,46 0,86 1,17 2,61 11,75 
Fluoranteno 0,49 0,47 0,47 0,46 0,47 1,01 1,42 3,44 17,59 
Pireno 0,51 0,49 0,48 0,47 0,48 1,09 1,55 3,78 19,60 
B(a)A 0,52 0,49 0,48 0,48 0,49 1,45 2,24 6,76 46,01 
Criseno 0,53 0,50 0,49 0,48 0,49 1,44 2,18 6,51 43,28 
B(b)F 0,58 0,53 0,52 0,51 0,52 2,00 3,34 11,01 --- 
B(k)F 0,58 0,53 0,52 0,51 0,52 2,11 3,56 12,11 --- 
B(a)P 0,61 0,56 0,54 0,54 0,55 2,27 3,79 12,38 --- 
Db(a,h)A 0,62 0,55 0,53 0,53 0,54 2,96 5,41 21,24 --- 
B(g,h,i)P 0,71 0,63 0,43 0,60 0,61 3,23 5,58 19,44 --- 





















Naftaleno 0,55 1,16 0,54 0,50 0,80 1,29 1,00 1,72 
Acenaftileno 0,60 1,38 0,56 0,52 0,90 1,60 1,18 2,23 
Acenafteno 0,67 1,88 0,65 0,58 1,18 2,37 1,58 3,36 
Fluoreno 0,65 1,91 0,64 0,57 1,19 2,52 1,62 3,65 
Fenantreno 0,69 2,20 0,66 0,60 1,33 2,97 1,86 4,45 
Antraceno 0,72 2,45 0,69 0,61 1,46 3,40 2,06 5,16 
Fluoranteno 0,79 3,07 0,77 0,66 1,79 4,55 2,60 7,11 
Pireno 0,85 3,37 0,82 0,70 1,96 5,03 2,85 7,80 
B(a)A 0,99 5,32 0,98 0,78 2,90 9,19 4,48 15,07 
Criseno 0,98 5,06 0,98 0,78 2,83 8,77 4,33 14,20 
B(b)F 1,24 7,84 1,25 0,94 4,26 15,00 6,74 24,78 
B(k)F 1,28 8,55 1,29 0,96 4,52 16,46 7,21 27,33 
B(a)P 1,37 8,74 1,41 1,04 4,81 16,85 7,53 27,48 
Db(a,h)A 1,55 13,07 1,63 1,13 6,78 28,50 11,19 48,00 
B(g,h,i)P 1,81 13,08 1,91 1,33 7,15 27,06 11,33 44,00 
I(1,2,3-cd)P 1,79 13,57 1,88 1,29 7,37 29,08 11,82 48,00 
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 Del mismo modo que se hizo en el estudio con la columna Vydac 201 
TP52, los mapas de retención generados con la columna monolítica han sido 
validados mediante la comprobación en el punto 18 (ver figura III-8) de la 
concordancia entre los tiempos de retención obtenidos experimentalmente y los 
predichos por el modelo. La validación para los 3 flujos ensayados se refleja en 
la Tabla III-9. En ella se observan desviaciones menores al 8 %, que indican la 
validez del modelo generado por PREGA para la simulación de eluciones de 
PAHs con fase móvil ternaria. 
 
Tabla III-9: Comparación de los tiempos de retención experimentales y teóricos en el 
punto de validación 18 (composición de la fase móvil: 50 % metanol, 20 % acetonitrilo, 
30 % agua) para los 3 flujos de fase móvil indicados. 
 1 mL/min 2 mL/min 5 mL/min 


















Naftaleno 3,26 3,34 2,3 1,64 1,71 4,1 0,72 0,77 7,0 
Acenaftileno 3,67 3,84 4,6 1,84 1,9 3,0 0,80 0,86 7,9 
Acenafteno 4,96 5,08 2,5 2,48 2,52 1,8 1,06 1,13 6,3 
Fluoreno 4,96 5,15 3,9 2,72 2,57 5,5 1,06 1,15 8,0 
Fenantreno 5,45 5,62 3,1 2,98 2,82 5,2 1,16 1,25 7,8 
Antraceno 5,97 6,11 2,3 2,99 3,08 3,0 1,27 1,36 7,5 
Fluoranteno 7,31 7,31 0,0 3,64 3,89 7,0 1,54 1,65 7,1 
Pireno 8,08 8,00 0,9 4,01 4,12 2,7 1,70 1,80 6,1 
B(a)A 11,84 11,51 2,7 5,87 6,03 2,7 2,47 2,59 4,9 
Criseno 11,63 11,26 3,2 5,78 5,9 2,1 2,46 2,54 3,1 
B(b)F 17,58 16,87 4,1 8,72 8,71 0,1 3,68 3,77 2,6 
B(k)F 18,61 17,82 4,3 9,23 9,17 0,6 3,84 3,99 3,8 
B(a)P 19,98 19,15 4,1 9,89 9,83 0,6 4,17 4,29 2,8 
Db(a,h)A 27,98 26,64 4,8 13,83 13,49 2,4 5,86 5,79 1,1 
B(g,h,i)P 30,06 28,89 3,9 14,78 14,72 0,4 6,29 6,20 1,4 





 En la sección anterior, se ha visto como PREGA puede generar, a partir 
de un número relativamente reducido de experimentos, un modelo capaz de 
predecir los tiempos de retención de los analitos estudiados en cualquier 
elución isocrática en la que la composición de la fase móvil esté dentro de los 
límites explorados. Teniendo en cuenta que el programa se basa en la teoría de 
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los 11 escalones como ya se ha comentado en la introducción de este capítulo, 
PREGA está en disposición de predecir los tiempos de retención de los analitos 
en cualquier gradiente que se encuentre dentro del área del triángulo de mezcla 
para la cual se haya generado el mapa de retención. 
 
 Para el proceso de optimización de gradientes, PREGA impone tres 
limitaciones básicas sobre los gradientes generados:  
 
 En primer lugar, la proyección del gradiente sobre el triángulo de mezcla 
debe ser una línea recta. 
 
 En segundo lugar, la proporción de la fase móvil representada en el 
vértice superior del triángulo (en nuestro caso el agua) debe disminuir a lo largo 
de la elución, algo lógico desde el punto de vista cromatográfico, y que sin 
embargo va a evitar al programa explorar un elevado número de gradientes que 
resultarían ineficaces.  
 
 En tercer lugar, el inicio y final de todos los gradientes generados deben 
estar situados en los lados del triángulo de mezcla (o en el lado de corte, en 
caso de que no se haya modelizado la totalidad del triángulo). Esta tercera 
premisa no supone a efectos prácticos tal limitación, puesto que el mero hecho 
de que el tiempo del primer y último escalón sea nulo, ya no forzaría al 
gradiente a empezar y finalizar en los bordes del área modelizada.  
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 En la parte izquierda de la figura se representan una serie de posibles 
gradientes generados por el programa durante el proceso de optimización 
sobre un mapa de retención como los generados en nuestro caso particular 
(nótese que no se consideran porcentajes de disolvente B, en nuestro caso 
agua, superiores al 50%). Como se puede ver, estos gradientes cumplen las 
tres limitaciones comentadas anteriormente: su proyección gráfica sobre el 
triángulo es lineal, el porcentaje de disolvente B disminuye, y todos los 
gradientes empiezan y acaban en un lado del área modelizada.  
 
 Por otro lado, cada una de las rectas representadas sobre el triángulo 
de mezcla no representan de forma unívoca un solo gradiente. Como se puede 
ver en la parte derecha del gráfico, la recta que representa un gradiente cuya 
composición inicial y final de fase móvil es (A0, B0, C0) y (A1, B1, C1) 
respectivamente, tiene 11 divisiones equidistantes que representan las 11 
etapas isocráticas que componen en conjunto el gradiente. Las duraciones de 
estas 11 etapas serán las que diferencien a todos los gradientes representados 
por una misma recta sobre el triángulo de mezcla. 
 
 El proceso de búsqueda del gradiente óptimo es conducido mediante 
algoritmos genéticos. Cada gradiente generado por PREGA está codificado por 
13 variables: 11 de ellas corresponden al tiempo de duración de cada uno de 
los escalones isocráticos, la número 12 identifica el punto de partida del 
gradiente y la número 13 indica la pendiente de la proyección del gradiente 
sobre el triángulo de mezcla. 
 
 Según la teoría de los algoritmos genéticos, cada una de estas 13 
variables es un gen, y entre los 13 genes componen un cromosoma 
(equivalente al gradiente). Los algoritmos genéticos, se enmarcan dentro del 
grupo de los algoritmos evolutivos y tratan de imitar los procesos de la 
evolución natural. Es decir, los cromosomas se entrecruzan intercambiando 
genes para dar lugar a una descendencia, de tal forma que la nueva población 
de cromosomas generada estará formada por unos individuos “mejores” o “más 
fuertes” que sus predecesores y otros “peores”, siendo los primeros los que 
sobrevivirán (selección natural) y entrarán en un nuevo proceso de cruce para 
producir una nueva descendencia. Según esta herramienta evolutiva, PREGA, 
partiendo de una población inicial aleatoria, avanza hacia el gradiente de 
separación óptimo. Como es lógico, PREGA debe emplear un procedimiento 
por el cual puedan ser evaluados los cromosomas (gradientes) generados, de 
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forma que pueda decidir qué gradientes descarta y qué gradientes deben ser 
incluidos en un nuevo cruce. Para ello utiliza diferentes funciones objetivo 
(CRFs, siglas de Chromatography Response Function), funciones matemáticas 
que evalúan la calidad del cromatograma, entre las cuales el cromatografista 
debe elegir en función del problema particular. Estas funciones se basan en 
parámetros tales como el número máximo de picos separados, máxima 
resolución entre dos picos consecutivos, tiempos de elución, etc42. 
 
 Terminado todo el proceso, el programa muestra una ventana en la que 
presenta el gradiente óptimo, tal como se puede observar en la Figura III-10. 
 
Figura III-10: Ventana del software PREGA tras llevar a cabo una optimización de la 
separación de 16 PAHs. 
 
                                                 
42 J.A. Martínez Pontevedra, Nuevos desarrollos en la optimización de separaciones 
cromatográficas mediante la utilización de algoritmos genéticos. Tesis doctoral, 
Universidad de Santiago de Compostela (2002). 
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 En la ventana se puede ver el cromatograma teórico obtenido con sus 
correspondientes escalones. A su izquierda, los tiempos de duración de cada 
escalón isocrático, y en la parte inferior derecha las composiciones (en tanto 
por ciento) de los disolventes A y B de cada uno de los escalones (el disolvente 
C se deduce por diferencia). En la parte inferior derecha, se muestra la 
proyección del gradiente sobre el triángulo de mezcla. El programa ofrece 
además en otra ventana no mostrada en la figura los tiempos de retención 
calculados para cada compuesto. 
 
 En última instancia, PREGA permite al cromatografista modificar 
manualmente las condiciones con el fin de afinar la optimización y tratar de 
mejorar la separación de picos poco resueltos, lo cual no siempre es posible. 
 
 Terminado el proceso de optimización, tan solo queda reproducir 
experimentalmente las condiciones obtenidas a través de PREGA y comprobar 
la concordancia entre el cromatograma experimental y el teórico. 
 
5.1. Columna Vydac 201 TP52 
 
 El proceso de optimización llevado a cabo para la separación de los 16 
PAHs con la columna Vydac 201 TP52 ha conducido a un gradiente teórico de 
30 minutos al cual corresponde la figura III-10, anteriormente mostrada. En la 
Tabla III-10 se muestran los 11 escalones del gradiente óptimo con sus 
respectivos tiempos de duración. 
 
Tabla III-10: Gradiente óptimo obtenido con la columna 
Vydac 201 TP52 (flujo= 0,4 mL/min). 
Escalón % MeOH % AcN % H2O Tiempo (min)
1 68 0 32 0,00 
2 61 9 30 0,00 
3 54 18 28 0,00 
4 48 26 26 2,15 
5 41 35 24 0,00 
6 34 44 22 4,85 
7 27 54 19 5,20 
8 20 63 17 0,00 
9 14 71 15 11,93 
10 7 80 13 0,00 
11 0 89 11 0,21 
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 Como puede verse, PREGA, siguiendo el modelo de los 11 escalones, 
programa gradientes en 11 etapas, sin embargo, algunas de ellas tienen 
asociado un tiempo de duración nulo, y obviamente no serán programadas en 
la bomba de HPLC. 
 
 El gradiente obtenido ha sido programado en el equipo de HPLC, 
obteniéndose el cromatograma experimental mostrado en la Figura III-11, 

























Figura III-11: Cromatogramas teórico (parte superior) y experimental obtenido 
mediante el gradiente indicado en la Tabla III-10. La asignación de los picos se 
corresponde con la de la Tabla III-11. 
 
 Además del cromatograma, PREGA muestra en otra ventana los 
tiempos de retención predichos para cada PAH. En la Tabla III-11 se muestran 
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los tiempos de retención teóricos frente a los obtenidos experimentalmente, así 
como el error porcentual entre ambos. 
 
Tabla III-11: Error entre los tiempos de retención predichos por 
PREGA y los obtenidos experimentalmente con el gradiente 
indicado en la tabla III-10. 
Nº Compuesto tR exp. (min) tR teórico (min) Error (%) 
1 Naftaleno 4,25 4,57 7,6 
2 Acenaftileno 4,95 5,11 3,3 
3 Acenafteno 6,56 6,87 4,7 
4 Fluoreno 7,58 7,99 5,5 
5 Fenantreno 8,98 9,47 5,4 
6 Antraceno 11,30 11,77 4,2 
7 Fluoranteno 13,89 14,03 1,0 
8 Pireno 14,84 15,17 2,2 
9 B(a)A 19,30 19,16 0,7 
10 Criseno 19,99 19,96 0,2 
11 B(b)F 22,90 22,68 1,0 
12 B(k)F 24,31 24,17 0,6 
13 B(a)P 25,30 25,20 0,4 
14 Db(a,h)A 28,44 27,57 3,0 
15 B(g,h,i)P 28,69 28,59 0,4 
16 I(1,2,3-cd)P 29,96 29,75 0,7 
 
 A la vista de los resultados, podemos concluir que la predicción de 
tiempos de retención realizada por PREGA es muy precisa, obteniéndose 
desviaciones inferiores al 8 %. El software de optimización nos conduce hasta 
un gradiente que consigue separar en 30 minutos 14 compuestos, sin embargo, 
no resuelve adecuadamente el dibenzo(a,h)antraceno y el benzo(g,h,i)perileno. 
 
5.2. Columna Chromolith RP-18e 
 
 Siguiendo el mismo proceso que con la columna Vydac 201 TP52, se 
han llevado a cabo optimizaciones independientes con la columna monolítica 
para los diferentes flujos ensayados (1, 2 y 5 mL/min) partiendo de sus 
respectivos mapas de retención. En la Tabla III-12 se muestra el gradiente 
óptimo obtenido para un flujo de 1 mL/min. En la Figura III-12 se muestra el 
cromatograma teórico calculado por PREGA y el obtenido experimentalmente 
en las condiciones señaladas en la tabla III-12. 
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Tabla III-12: Gradiente óptimo obtenido con la columna 
monolítica para un flujo de 1 mL/min. 
Escalón % MeOH % AcN % H2O Tiempo (min) 
1 0 50 50 7,02 
2 6 49 45 14,91 
3 12 48 40 19,97 
4 18 47 35 0,00 
5 24 46 30 0,00 
6 30 45 25 0,00 
7 35 45 20 0,00 
8 41 44 15 0,00 
9 47 43 10 0,00 
10 53 42 5 19,29 























Figura III-12: Cromatogramas teórico (parte superior) y experimental obtenido mediante 
el gradiente indicado en la Tabla III-12. La asignación de los picos se corresponde con 
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 Los tiempos de retención teóricos y experimentales con sus respectivas 
desviaciones se muestran en la Tabla III-13. 
 
Tabla III-13: Error entre los tiempos de retención predichos por 
PREGA y los obtenidos experimentalmente con el gradiente 
indicado en la tabla III-12. 
Nº Compuesto tR exp. (min) tR teórico (min) Error (%) 
1 Naftaleno 5,53 5,50 0,6 
2 Acenaftileno 6,62 6,58 0,6 
3 Acenafteno 9,22 9,03 2,1 
4 Fluoreno 9,22 9,20 0,2 
5 Fenantreno 10,69 10,65 0,4 
6 Antraceno 11,95 11,91 0,3 
7 Fluoranteno 14,70 14,59 0,7 
8 Pireno 15,78 15,69 0,5 
9 B(a)A 22,72 23,24 2,3 
10 Criseno 22,02 22,33 1,4 
11 B(b)F 30,37 31,66 4,3 
12 B(k)F 31,61 33,37 5,6 
13 B(a)P 32,41 34,41 6,2 
14 Db(a,h)A 40,44 45,00 11,3 
15 B(g,h,i)P 41,48 46,27 11,6 
16 I(1,2,3-cd)P 42,33 47,70 12,7 
 
 Nuevamente las predicciones son bastante precisas, y aunque muestran 
errores algo superiores a la optimización con la columna Vydac para los 3 
últimos compuestos (los más susceptibles a errores en la modelización debido 
a la mayor necesidad de extrapolación de algunos puntos), seguimos en 
valores de desviación muy bajos. Sin embargo, como en el caso anterior, no se 
logran separar la totalidad de los PAHs, y además el tiempo de elución es 
ligeramente mayor (45 minutos). 
 
 A continuación, se muestran los resultados obtenidos en la optimización 
de la separación con un flujo de fase móvil de 2 mL/min. En la Tabla III-14 se 
muestra el gradiente óptimo obtenido para un flujo de 2 mL/min. En la Figura 
III-13 se muestra el cromatograma teórico calculado por PREGA y el obtenido 
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Tabla III-14: Gradiente óptimo obtenido con la columna 
monolítica para un flujo de 2 mL/min. 
Escalón % MeOH % AcN % H2O Tiempo (min) 
1 7 43 50 3,37 
2 10 45 45 7,70 
3 13 47 40 0,43 
4 15 50 35 11,63 
5 18 52 30 5,13 
6 21 54 25 2,41 
7 24 56 20 5,09 
8 27 58 15 5,05 
9 29 61 10 6,42 
10 32 63 5 12,66 























Figura III-13: Cromatogramas teórico (parte superior) y experimental obtenido mediante 
el gradiente indicado en la Tabla III-14. La asignación de los picos se corresponde con 
la de la Tabla III-15. 
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 Los tiempos de retención teóricos y experimentales con sus respectivas 
desviaciones se muestran en la Tabla III-15. 
 
Tabla III-15: Error entre los tiempos de retención predichos por 
PREGA y los obtenidos experimentalmente con el gradiente 
indicado en la tabla III-14. 
Nº Compuesto tR exp. (min) tR teórico (min) Error (%) 
1 Naftaleno 3,16 3,16 0,0 
2 Acenaftileno 3,88 3,89 -0,2 
3 Acenafteno 5,47 5,42 1,0 
4 Fluoreno 5,69 5,65 0,6 
5 Fenantreno 6,65 6,59 0,9 
6 Antraceno 7,28 7,19 1,2 
7 Fluoranteno 8,79 8,30 5,6 
8 Pireno 9,39 9,33 0,6 
9 B(a)A 13,99 13,83 1,2 
10 Criseno 13,47 13,31 1,2 
11 B(b)F 16,81 16,66 0,9 
12 B(k)F 17,31 17,19 0,7 
13 B(a)P 17,65 17,56 0,5 
14 Db(a,h)A 21,13 21,00 0,6 
15 B(g,h,i)P 21,61 21,55 0,3 
16 I(1,2,3-cd)P 21,97 21,97 0,0 
 
 Una vez más PREGA vuelve a predecir de modo muy fiable los tiempos 
de retención de los compuestos, incluso con menor error que en los casos 
anteriores, sin embargo no es posible la separación total de los 16 compuestos. 
 
 Por último, se muestran los resultados obtenidos en la optimización de 
la separación con un flujo de fase móvil de 5 mL/min. En la Tabla III-16 se 
muestra el gradiente óptimo obtenido para un flujo de 2 mL/min. En la Figura 
III-14 se muestra el cromatograma teórico y el obtenido experimentalmente en 
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Tabla III-16: Gradiente óptimo obtenido con la columna 
monolítica para un flujo de 5 mL/min. 
Escalón % MeOH % AcN % H2O Tiempo (min) 
1 20 30 50 3,00 
2 22 33 45 2,90 
3 24 36 40 0,56 
4 26 39 35 4,90 
5 28 42 30 7,93 
6 30 45 25 8,75 
7 33 47 20 2,45 
8 35 50 15 7,22 
9 37 53 10 2,24 
10 39 56 5 8,54 























Figura III-14: Cromatogramas teórico (parte superior) y experimental obtenido mediante 
el gradiente indicado en la Tabla III-16. La asignación de los picos se corresponde con 
la de la Tabla III-17. 
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 Los tiempos de retención teóricos y experimentales con sus respectivas 
desviaciones se muestran en la Tabla III-17. 
 
Tabla III-17: Error entre los tiempos de retención predichos por 
PREGA y los obtenidos experimentalmente con el gradiente 
indicado en la tabla III-16. 
Nº Compuesto tR exp. (min) tR teórico (min) Error (%) 
1 Naftaleno 1,68 1,59 5,24 
2 Acenaftileno 2,16 2,03 5,84 
3 Acenafteno 3,18 2,98 6,32 
4 Fluoreno 3,43 3,19 6,86 
5 Fenantreno 4,15 3,86 7,06 
6 Antraceno 4,65 4,43 4,75 
7 Fluoranteno 5,67 5,43 4,28 
8 Pireno 6,04 5,79 4,19 
9 B(a)A 8,28 8,20 0,98 
10 Criseno 8,19 8,08 1,32 
11 B(b)F 9,73 9,72 0,09 
12 B(k)F 10,02 10,03 0,11 
13 B(a)P 10,20 10,22 0,18 
14 Db(a,h)A 12,51 12,38 1,04 
15 B(g,h,i)P 12,51 12,55 0,32 
16 I(1,2,3-cd)P 12,78 12,82 0,34 
 
 Con un flujo de 5 mL/min se puede apreciar la elevada velocidad de este 
tipo de columnas. Se ha conseguido una separación bastante similar, en 
términos de resolución, a las anteriores, en tan solo 13 minutos. Las 
predicciones de tiempos de retención son de nuevo muy precisas, sin embargo, 
de nuevo hay que decir que no se ha conseguido la separación total de los 16 
analitos, algo que a la vista de los resultados obtenidos en todo el estudio, no 
parece posible utilizando la columna Chromolith RP-18e y una fase móvil 




 Las optimizaciones llevadas a cabo con la columna Chromolith RP-18e 
para flujos de 1, 2, y 5 mL/min, han dejado patente las enormes capacidades 
predictivas y de optimización de PREGA. Asimismo, se ha comprobado el 
potencial de las columnas monolíticas para separaciones rápidas con flujos de 
fase móvil elevados. Las separaciones obtenidas para flujos de 5mL/min han 
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tenido eficacias similares a las obtenidas con 1 mL/min, lográndose tiempos de 
elución del orden de la tercera parte. A pesar de ello, la columna Chromolith 
RP-18e no se ha mostrado todo lo eficaz que cabría esperar en la separación 
de los 16 PAHs objeto de estudio en este trabajo. 
 
 Mejor resultado ha mostrado la columna Vydac 201 TP52, con la que se 
han resuelto hasta línea de base 14 de los PAHs en 30 minutos, únicamente 
solapándose parcialmente el Dibenzo(a,h)antraceno y Benzo(g,h,i)perileno. A 
pesar de ello, este gradiente tampoco consigue mejores resultados que el 
desarrollado con anterioridad en el propio grupo de investigación mediante el 
uso de la versión de PREGA para gradientes binarios43. En los siguientes 
capítulos, se utilizará pues la columna Vydac 201 TP52 y el mencionado 
gradiente binario, capaz de resolver los 16 PAHs en un tiempo de 30 minutos, 
utilizando como fase móvil mezclas de acetonitrilo y agua. 
                                                 
43 J.M. Álvarez Gil, Cromatografía líquida de alta resolución en fase ligada sobre 











































IV. COMPOSICIÓN ESTRATÉGICA DE MUESTRAS EN EL 





1.1. Los PAHs en aguas superficiales 
 
 A pesar de su marcado carácter hidrófobo, los hidrocarburos aromáticos 
policíclicos están presentes en el medio acuático como consecuencia de su 
fuerte adsorción a materia particulada y sedimentos. Precisamente la unión a 
partículas sólidas es la que les confiere estabilidad en este medio, 
especialmente a los compuestos de mayor peso molecular, y, por tanto, más 
tóxicos. Se estima que dos tercios de los PAHs presentes en el agua están 
ligados a materia particulada, siendo el tercio restante rápidamente eliminado 
por procesos de oxidación, en los que la luz juega un importante papel 
acelerando la degradación1. 
 
 La mayoría de los PAHs encontrados en aguas superficiales se cree que 
se deben a la deposición atmosférica y al desgaste del asfalto2. Las principales 
vías de emisión de PAHs a la atmósfera se derivan, tal como se ha señalado en 
la introducción de esta memoria, de procesos de combustión, incluyendo el 
humo debido al tráfico rodado, centrales térmicas, plantas incineradoras, 
                                                 
1 J.K. Fawell, S. Hunt, Environmental Toxicology. Organic Pollutants, Water Research 
Center, Medmenham (1988). 
2 E.J. Hoffman, G.L. Mills, J.S. Latimer, J.G. Quinn, Environ. Sci. Technol., 18 (1984) 
580-587. 
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incendios forestales, etc. Tras su emisión a la atmósfera, los PAHs se 
condensan sobre materia particulada y el agua de la lluvia propicia su paso a la 
hidrosfera. Se ha llegado a constatar una mayor presencia de PAHs en aguas 
superficiales en el período de invierno, asociada a las mayores emisiones de 
estos compuestos debido al calentamiento de los hogares3. 
 
 La otra vía relevante que debe tenerse en cuenta en la contaminación 
de la hidrosfera por PAHs son las emisiones producidas por la industria a través 
de las aguas residuales. Se consideran especialmente contaminantes las 
industrias del sector del carbón4, refinerías de petróleo5, o madereras en las 
que se utiliza la creosota como sustancia conservante6. Sin embargo también 
se han detectado PAHs en aguas superficiales debido a fenómenos de 
lixiviación en cuencas carboníferas.  
 
 En el caso del agua potable, es marcadamente significativa la presencia 
de PAHs en aguas contenidas y transportadas en conductos recubiertos de 
alquitranes, principalmente de naftaleno, fluoreno, fenantreno, antraceno, 
fluoranteno y pireno (como es lógico, los compuestos más polares o con 
carácter menos hidrófobo)3. 
 
 Las concentraciones de PAHs varían considerablemente dependiendo 
del tipo de agua. En general la mayoría de las aguas superficiales contienen 
niveles hasta 50 ng/L, aunque algunos ríos muy contaminados pueden llegar a 
los 6000 ng/L. Las concentraciones en agua de lluvia suelen ser mayores, 
especialmente en las zonas más industrializadas (hasta 200 ng/L)7. Cuando el 
agua de lluvia entra en contacto con el suelo, gran parte de los PAHs quedan 
adsorbidos sobre partículas sólidas, disminuyendo la concentración de PAHs 
en el agua. En aguas subterráneas los niveles rondan los 0,02 – 1,8 ng/L. Las 
aguas potables tienen concentraciones del mismo orden8. 
 
                                                 
3 World Health Organisation (WHO), Environmental Health Criteria 202: Selected non-
heterocyclic aromatic hydrocarbons. International Programme on Chemical Safety, 
WHO. Génova 1998. http://www.inchem.org/documents/ehc/ehc/ehc202.htm 
4 L.G. Stahl, J.G. Liehr, E.M. Davis, Arch. Environ. Con. Tox., 13 (1984) 179-190. 
5 MR Guerin, Energy sources of polycyclic aromatic hydrocarbons en HV Gelboin, Ts’o 
POP (editores), Pocycyclic hydrocarbons and cancer. Vol 1. Academic Press. New York 
(1978). 
6 I.R. De Leon, C.J. Byrne, E.L. Peuler,  Chemosphere, 15 (1986) 795-805. 
7 E. Lygren, E. Gjessing, L. Berglind, Sci. Total Environ., 33 (1984) 147-159. 
8 K. Alben, Environ. Sci. Technol., 14 (1980) 468-470. 
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 La principal vía de degradación de los PAHs disueltos en el agua es la 
foto-oxidación y la oxidación a cargo de microorganismos o biodegradación. La 
oxidación química es la vía a la que se recurre en plantas potabilizadoras, 
mediante el uso de cloro u ozono. Los productos de degradación mayoritarios 
son peróxidos, quinonas y dionas9. 
 
 La Organización Mundial de la Salud establece una serie de 
recomendaciones referentes a la presencia de PAHs en aguas destinadas al 
consumo humano debido al carácter carcinogénico de estos compuestos10: 
 
¾ Debido a la ya comentada asociación entre los PAHs y la materia 
particulada en suspensión, el tratamiento de las aguas para 
reducir su turbidez a los valores permisibles reducirá también los 
valores de PAHs. 
¾ El uso de tuberías y depósitos construidos a base de alquitranes 
debe reducirse al mínimo. 
¾ Los niveles de PAHs en agua deben monitorizarse con 
regularidad, eligiendo compuestos específicos como indicadores. 
¾ En situaciones de contaminación por PAHs, y dado el diferente 
potencial cancerígeno de cada uno de ellos, deben identificarse 
los compuestos concretos y la vía causante de la contaminación. 
 
 Este organismo recomienda niveles de concentración máximos 
permisibles para 6 compuestos representativos. La OMS fija una concentración 
máxima de 200 ng/L referida a la suma de fluoranteno, benzo(b)fluoranteno, 
benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno, dibenzo(a,h)antraceno e indeno(1,2,3-
cd)pireno11. 
 
 La normativa europea también hace referencia a la presencia de PAHs 
en aguas potables, tal como se ha comentado en el punto 4 de la introducción 
de este trabajo.  La Directiva 98/83/CE del Consejo del 3 de Noviembre de 
1998 sobre la calidad de las aguas destinadas al consumo humano fija un valor 
máximo de 0,1 µg/L de hidrocarburos aromáticos policíclicos, entendidos como 
                                                 
9 Agency for Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR), Toxicological profile 
for Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHs). U.S. Department of health and human 
services (1995). http://www.atsdr.cdc.gov/toxprofiles/tp69.pdf 
10 World Health Organisation (WHO), Guidelines for Drinking Water Quality,      
Volume 1- Recommendations. WHO, Génova 1984. 
11 P.W. Crozier, J.B.Plomley, L. Matchuk, Analyst, 126 (2001) 1974-1979. 
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suma de benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(g,h,i)perileno e 
indeno(1,2,3-cd)pireno, y un valor de 0,01 µg/L para el benzo(a)pireno. Esta 
directiva hace referencia también al método de análisis con el que serán 
determinados estos compuestos, estableciendo una serie de parámetros de 
obligado cumplimiento: 
 
¾ Exactitud: El método debe proporcionar errores sistemáticos 
inferiores al 25 %. 
¾ Reproducibilidad: El método debe ser reproducible con una 
desviación estándar relativa máxima del 25 %. 
¾ Límites de detección: Tanto para el benzo(a)pireno como para la 
suma de PAHs regulados, se impone un límite de detección 
máximo igual al 25 % del valor límite permitido. 
 
1.2. Metodología de análisis de PAHs en aguas superficiales 
 
 La determinación de PAHs en agua no es una tarea fácil. Debido a su 
baja solubilidad, estos compuestos se encuentran en muy bajas 
concentraciones en muestras acuosas, requiriéndose por tanto técnicas 
analíticas muy sensibles y métodos de extracción que lleven asociada una 
preconcentración sustancial de los analitos. 
 
 Por otro lado, los PAHs formados por 4 o más anillos tienen un carácter 
marcadamente hidrófobo (log Kow ≥ 5) y presentan una gran tendencia a 
adherirse a cualquier material sólido con el que entran en contacto, causando 
pérdidas significativas durante el muestreo y almacenamiento de las 
muestras12. Esto es especialmente relevante si tenemos en cuenta que son 
precisamente esos compuestos los que presentan mayor toxicidad y por tanto 
están más estrictamente regulados por las normativas existentes, tal como se 
ha comentado en la introducción de este trabajo. 
 
 Tradicionalmente, los métodos de análisis de PAHs han utilizado como 
técnicas instrumentales de cuantificación la cromatografía líquida de alta 
resolución (HPLC) acoplada a detectores de fluorescencia y/o absorción 
ultravioleta / visible, y la cromatografía de gases acoplada a detector de 
ionización de llama (GC-FID) o a detector de espectrometría de masas (GC-
                                                 
12 M. Bouzige, V. Pichon, M.C. Hennion, J. Chromatogr. A, 823 (1998) 197-210. 
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MS)13,14. Son sin duda las técnicas más utilizadas en el análisis de PAHs, y de 
hecho, son las empleadas en los métodos oficiales de la EPA para el análisis 
de PAHs en aguas destinadas a consumo humano15,16 y aguas residuales17. 
Más recientemente, se ha empezado a extender el uso de la cromatografía 
líquida acoplada a detector de espectrometría de masas (HPLC-MS). La 
bibliografía recoge también algunos métodos espectrofluorimétricos que se 
muestran útiles en determinadas investigaciones sobre mareas negras o 
residuos de petróleo en organismos marinos desde una perspectiva  bastante 
general18. Sin embargo, cuando es necesaria la determinación de los 
componentes individuales de muestras tan complejas se hace imprescindible el 
uso de la cromatografía. 
 
 De acuerdo con los bajísimos niveles que alcanzan generalmente los 
PAHs en muestras de agua (y los límites legales establecidos), el 
procedimiento de extracción debe conseguir un factor de preconcentración de 
muestra lo suficientemente elevado como para que los límites de detección de 
la técnica instrumental elegida sean suficientes para detectar los analitos en el 
extracto. 
 
 Los métodos de extracción están en continua evolución a lo largo de los 
años, surgiendo continuamente nuevos avances y nuevas técnicas, a pesar de 
lo cual algunos de los más tradicionales, como la extracción líquido-líquido, 
siguen hoy en día vigentes e incluso permanecen como métodos de referencia. 
 
 La extracción líquido – líquido (LLE) es una técnica que consume 
cantidades bastante elevadas de disolvente y el proceso resulta relativamente 
lento, sin embargo, por sus características, es especialmente indicada para la 
extracción de PAHs en muestras acuosas. Está basada en la diferencia de 
                                                 
13 P.W. Crozier, J.B.Plomley, L. Matchuk, Analyst, 126 (2001) 1974-1979. 
14 M.E.Nubbe, V.D. Adams, R.J.Watts, Y.R.Clark, Water Environ. Res., 64 (1992) 303-
333. 
15 US EPA, Method 550 – “Determination of polycyclic aromatic hydrocarbons in 
drinking water by liquid-liquid extraction and HPLC with coupled ultraviolet and 
fluorescence detection” (1990). 
16 US EPA, Method 550.1 – “Determination of polycyclic aromatic hydrocarbons in 
drinking water by liquid-solid extraction and HPLC with coupled ultraviolet and 
fluorescence detection” (1990). 
17 US EPA, Method 610 – “Polynuclear aromatic hydrocarbons. Methods for organic 
chemical analysis of municipal and industrial wastewater” (2001). 
18 A.R. Muroski, K. S. Booksh, M.L. Myrick, Anal. Chem., 68 (1996) 3534-3538. 
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solubilidad de los analitos entre la fase acuosa (en este caso la muestra) y una 
fase orgánica inmiscible con la anterior (suelen usarse disolventes del tipo del 
tolueno, hexano, cloroformo, diclorometano, tetracloruro de carbono, etc.). El 
coeficiente de reparto determina el paso de los analitos de una fase a otra, 
consiguiéndose mejores rendimientos cuanto mayor sea la diferencia de 
solubilidades de los analitos entre las dos fases. Tratándose los PAHs de 
compuestos con un carácter sumamente hidrofóbico, la extracción líquido –
líquido con un disolvente apolar resulta especialmente eficaz. Prueba de ello es 
la utilización de este procedimiento de extracción en el método oficial de la EPA 
550, para la determinación de PAHs en aguas destinadas a consumo humano19 
y en el método de la EPA 610 para la determinación de PAHs en aguas 
residuales20. En ambos casos los PAHs se extraen de la matriz acuosa con 
diclorometano. 
 
 La EPA describe en el método oficial 550.1 el uso de la extracción  
sólido – líquido (LSE), también conocida como extracción en fase sólida (SPE), 
para la extracción de PAHs en aguas destinadas a consumo21, utilizando 
cartuchos de C18, o bien discos del mismo material. La extracción en fase 
sólida es una técnica que consume cantidades de disolvente mucho menores 
que la LLE y es más rápida, sin embargo también presenta sus problemas. Los 
PAHs son compuestos típicamente apolares que experimentan una excelente 
retención en adsorbentes de fase invertida como el C18, pero es frecuente la 
pérdida de analitos debido a la adsorción de estos a las paredes de los vasos y 
conductos por los que circula la muestra. Además, al tratar de conseguir un 
factor de concentración máximo, la eficiencia de la extracción disminuye de 
forma considerable con los PAHs más polares y por tanto menos retenidos por 
la fase adsorbente, para los cuales el volumen de corte es mucho menor. Cabe 
decir en este sentido que con el método EPA 550.1 se consiguen 
recuperaciones para algunos de estos compuestos de tan solo un 50 % 
aproximadamente. 
 
                                                 
19 US EPA, Method 550 – “Determination of polycyclic aromatic hydrocarbons in 
drinking water by liquid-liquid extraction and HPLC with coupled ultraviolet and 
fluorescence detection” (1990). 
20 US EPA, Method 610 – “Polynuclear aromatic hydrocarbons. Methods for organic 
chemical analysis of municipal and industrial wastewater”, (2001). 
21 US EPA, Method 550.1 – “Determination of polycyclic aromatic hydrocarbons in 
drinking water by liquid-solid extraction and HPLC with coupled ultraviolet and 
fluorescence detection” (1990). 
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 La extracción en fase sólida tiene una aplicación muy extendida en la 
limpieza de extractos obtenidos mediante otras técnicas. Particularmente, el 
método EPA 61022, referido al análisis de PAHs en aguas residuales mediante 
LLE, utiliza en la purificación de los extractos cartuchos de sílice 
 
 De forma más reciente se ha aplicado la microextracción en fase sólida 
(SPME, siglas de solid-phase microextraction), técnica desarrollada entre 
finales de los 80 y principios de los 9023 especialmente útil en la extracción de 
contaminantes orgánicos en muestras acuosas. Los compuestos son extraídos 
en una fibra de sílice recubierta por una fina película de un líquido no volátil, 
incorporada en el extremo de la aguja de una jeringa. Esta fibra es introducida 
directamente en el inyector del cromatógrafo. La técnica comenzó siendo 
aplicada únicamente en cromatografía de gases, pero actualmente, gracias al 
desarrollo de interfases específicas,  es posible la inyección en HPLC, con la 
ventaja que esto supone en el análisis de PAHs. Existen diferentes 
publicaciones que avalan la aplicación de la SPME para la extracción de PAHs 
en muestras de agua24, 25, si bien sus límites de detección son sustancialmente 
peores comparándolos con los obtenidos mediante SPE26. 
 
 En la bibliografía se recoge la aplicación de otras técnicas de extracción 
mucho menos extendidas para la extracción de PAHs en matrices acuosas. 
Entre ellas, podemos mencionar la extracción con sustancias micelares27, que 
se podría clasificar como una variante de la LLE, la extracción con 
inmunoadsorbentes28, un tipo de SPE en el cual el material absorbente retiene 
los  analitos según una interacción antígeno – anticuerpo, o la moderna 
extracción mediante barra agitadora adsorbente29 (SBSE, siglas de stir bar 
sorptive extraction). Sin embargo, a pesar de ser métodos cuya eficacia ha sido 
perfectamente demostrada, están lejos de la aceptación y fiabilidad de la SPE y 
LLE. 
                                                 
22 US EPA, Method 610 – “Polynuclear aromatic hydrocarbons. Methods for organic 
chemical analysis of municipal and industrial wastewater” (2001). 
23 R. Belardi, J. Pawliszyn, Water Pollut. Res. J. Can., 24 (1989) 179-191. 
24 R.A. Doong, S.M. Chang, Y.C. Sun, J. Chromatogr. A, 897 (2000) 177-188. 
25 M.R. Negrao, M.F. Alpendurada, J. Chromatogr. A, 823 (1998) 211-218. 
26 M.S. García-Falcón, M. Pérez-Lamela, J. Simal-Gándara, J. Agric. Food Chem., 52 
(2004) 6897-6903. 
27 R. Ferrer, J.L. Beltrán, J. Guiteras, Anal. Chim. Acta, 330 (1996) 199-206. 
28 M. Bouzige, V. Pichon, M.C. Hennion, J. Chromatogr. A, 823 (1998) 197-210. 
29 M.S. García-Falcón, B. Cancho-Grande, J. Simal-Gándara, Water Res., 38 (2004) 
1679-1684. 




1.3. Composición de muestras mediante diseño experimental 
 
1.3.1. Composición de muestras convencional 
 
 En la gran mayoría de los estudios ambientales, los costes asociados al 
análisis de contaminantes en diferentes matrices son superiores a los 
asociados al muestreo. Además, con frecuencia este tipo de estudios conllevan 
el análisis de un número de muestras muy elevado, a veces incluso con 
importantes limitaciones de tiempo. Esto ocurre por ejemplo en episodios 
inesperados de contaminación ambiental en los que es necesaria la 
monitorización del nivel de contaminación de un gran número de muestras. En 
este tipo de situaciones, la composición de muestras permite la detección de 
los analitos de interés con el mínimo coste. 
 
 La composición de muestras convencional reduce los costes asociados 
a los análisis mezclando grupos de muestras para formar las denominadas 
muestras compuestas, que serán finalmente las analizadas, en lugar de las 
muestras originales, reduciéndose por tanto el número de experimentos a 
realizar. Como es lógico, dado que la composición de muestras implica la 
reducción del número de análisis, conlleva también la pérdida de información 
útil. Sin embargo, la composición convencional ha encontrado utilidad en 
campañas de muestreo en las que el interés se centra en las propiedades 
promedio de la población, y no en la distribución individualizada de los 
contaminantes en cada muestra30. 
 
 No obstante, la mayoría de las veces se requiere también la información 
pormenorizada acerca de las muestras individuales contaminadas, y en este 
caso, la composición de muestras tradicional sólo nos serviría para detectar la 
presencia de una o varias muestras contaminadas dentro de un determinado 
grupo, del cual esa o esas muestras formaban parte. En tal caso, un resultado 
positivo en el análisis de una determinada muestra compuesta obligaría al 
análisis individual de todas y cada una de las muestras originales que la 
componen. 
                                                 
30 G.A. Mack, P.E. Robinson, Use of composite samples to increase the precision and 
probability of detection of toxic chemicals, en J.J. Breen, P.E. Robinson (editores), 
Environmental Applications of Chemometrics, ACS Symposium Series 292, American 
Chemical Society, Washington DC (1984). 




 Por tal motivo, en los casos en los que se requiere una información 
individualizada de cada muestra, el uso de muestras compuestas únicamente 
es ventajoso en el supuesto de que sólo unas pocas de las muestras 
individuales que entran a formar parte de una muestra compuesta están 
realmente contaminadas (entendiendo por contaminadas aquellas muestras 
cuyos niveles de contaminantes estén por encima de un determinado límite 
establecido). Esta condición recibe el nombre de Principio Pareto. En caso de 
no cumplirse esta premisa, la composición de muestras no sólo no nos 
proporcionaría ninguna ventaja, sino que incluso nos llevaría a realizar 
finalmente más experimentos de los que serían necesarios analizando 
directamente las muestras de forma individual. 
 
 Además del Principio Pareto, la utilización de la técnica de composición 
de muestras está ligada a otra condición cuya justificación resulta bastante 
obvia: El número de muestras individuales que entran a formar parte de una 
determinada muestra compuesta debe garantizar que no se obtendrán falsos 
negativos debidos a una excesiva dilución provocada por la inclusión de 
demasiadas muestras (entendiendo como falsos negativos aquellos resultados 
que indiquen la ausencia de contaminación en una muestra que realmente está 
contaminada). Esta condición implica que el número de muestras individuales 
que podrá formar parte de cada muestra compuesta estará determinado por los 
límites de detección de la técnica analítica utilizada y el nivel de concentración 
considerado como límite para decidir si una muestra está o no contaminada 
(generalmente los límites legales). 
 
 A continuación se exponen los 3 casos que se pueden dar cuando se 
analizan muestras compuestas31: 
 
1. Todas las muestras compuestas producen resultados negativos. 
En este caso, obviamente no es necesario realizar más análisis y 
se concluye directamente que ninguna de las muestras originales 
estaba contaminada. Es el caso más ventajoso, debiéndose 
realizar un total de 2*(m/n) análisis, siendo m el número de 
muestras originales y n el número de esas muestras que entran a 
formar parte de cada muestra compuesta, y teniendo en cuenta 
                                                 
31 E. Martínez, P. Landín, A.M. Carro, M.P. Llompart, R. Cela, J. Environ. Monit., 4 
(2002) 490-497. 
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que cada muestra compuesta se analizaría por duplicado para 
evitar falsos negativos o falsos positivos. 
2. Alguna de las muestras compuestas producen resultados 
positivos. En este caso, una o varias, o incluso todas las 
muestras originales que componen la muestra compuesta cuyo 
resultado ha sido positivo pueden estar contaminadas. Por este 
motivo, será necesario el análisis de todas las muestras 
individuales que componen las muestras que han dado positivo. 
En este caso, el número de análisis a realizar será 2*(m/n) + 
p*(2n), siendo p el número de muestras compuestas que han 
producido resultados positivos, y teniendo en cuenta que de 
nuevo cada análisis se realiza por duplicado. 
3. Todas las muestras compuestas producen resultados positivos. 
Es el peor caso, puesto que habrá que analizar la totalidad de las 
muestras originales. El número de análisis será 2*(m/n) + 2m. 
Obviamente en este caso el uso de la composición de muestras 
no sólo no ha reducido los costes y tiempos de análisis, sino que 
los ha aumentado. 
 
 Como es lógico, entre los casos (1) y (3) caben todas las situaciones 
intermedias, de manera que la planificación de experimentos resulta altamente 
problemática, teniendo en cuenta el aumento tan considerable en el número de 
análisis dependiendo de los resultados obtenidos. Ante esta situación, no 
puede justificarse el verdadero éxito de la composición de muestras si no es por 
la posibilidad de obtener directamente, a través de las muestras compuestas, 
información concreta sobre cada muestra individual sin necesidad de realizar 
experimentos adicionales a los previamente planificados. 
 
1.3.2. Composición estratégica de muestras (SSC) 
 
 El avance de la química analítica moderna tiende a la simplificación de 
los métodos con el fin de reducir costes, tiempos de análisis y gasto de 
disolventes. Sin embargo, es sabido que aun actualmente son de uso común 
multitud de métodos de extracción que a pesar de no cumplir estos fines, 
continúan siendo los métodos de referencia en determinados campos. Sirvan 
como ejemplo la extracción Soxhlet, o la extracción líquido – líquido (utilizada 
en este trabajo para la extracción de PAHs en agua). 
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 Sin duda, la forma más directa de lograr la comentada reducción de 
gastos en el proceso analítico es la reducción del número de experimentos. 
Como se ha visto en el apartado anterior, la composición de muestras 
convencional no siempre consigue este propósito, y además, no permite una 
buena planificación del trabajo. 
 
 El reciente desarrollo en el propio grupo de investigación de una 
novedosa metodología de composición de muestras mediante diseños 
experimentales, denominada “composición estratégica de muestras” (SSC)32 ha 
superado las limitaciones asociadas a la composición de muestras 
convencional, consiguiendo proporcionar información específica 
semicuantitativa sobre las muestras originales a partir de los datos obtenidos 
del análisis de las muestras compuestas. 
 
 SSC es una metodología de composición de muestras llevada a cabo de 
una forma estratégica utilizando para ello matrices de experimentos.  
 
 Una matriz de experimentos es un conjunto de ensayos supuestamente 
homogéneos realizados consecutivamente, cuya utilización no puede llevarse a 
cabo hasta que se obtengan los resultados de la totalidad de los 
experimentos33. Estos conjuntos de experimentos vienen representados por 
objetos matemáticos que utilizan variables codificadas sin dimensiones. 
 
 SSC utiliza para la composición de muestras matrices supersaturadas, 
de tal forma que el número de filas (número de muestras compuestas) será 
menor que el número de columnas (muestras originales), condición 
indispensable si lo que se pretende es la reducción de costes analíticos 
mediante la reducción del número de experimentos a realizar. Las muestras 
originales que entran en cada muestra compuesta vendrán determinadas por la 
matriz de experimentos. Una vez analizadas las muestras compuestas, los 
resultados se introducen en un software diseñado específicamente en el propio 
grupo de investigación para la regresión de los datos obtenidos34 (GAMICH), y 
                                                 
32 E. Martínez Carballo, Composición de muestras mediante diseño experimental. 
Aplicaciones en química analítica ambiental. Tesis doctoral, Universidad de Santiago de 
Compostela (2001). 
33 R. Phan Tan Luu, Metodología estadística en investigación medioambiental. Instituto 
Vasco de Estadística, Vitoria-Gasteiz (1993). 
34 R.Cela, E. Martínez, A.M. Carro, Chemom. Intell. Lab. Syst., 57 (2001) 75-92. 
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el programa devuelve las concentraciones de los analitos en las muestras 
originales. 
 
 Mediante esta técnica, se mantienen las ventajas de la composición de 
muestras convencional, al tiempo que se obtiene información pormenorizada y 
específica sobre cada una de las muestras individuales. El método se ha 
mostrado muy robusto, no siendo necesario el análisis por duplicado de la 
totalidad de las muestras compuestas, y proporcionando errores de predicción 
muy bajos incluso en casos de errores importantes en el análisis de alguna de 
las muestras. 
 
 La técnica de SSC se ha aplicado con éxito al análisis de metales35, 
PCBs36, 37, fármacos38 y pesticidas39 en muestras de agua utilizando diversas 
técnicas analíticas. En este capítulo, se expondrá la aplicación de la 
composición estratégica de muestras al análisis de PAHs en muestras de agua 
destinadas a consumo humano, realizando una extracción líquido – líquido y 
llevando a cabo el análisis de los extractos mediante HPLC con detector de 
fluorescencia40. Atendiendo a la legislación europea vigente, los PAHs 
estudiados son el benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno, 
benzo(g,h,i)perileno e indeno(1,2,3-cd)pireno. 
 
2. Material, instrumentación y reactivos 
 
2.1. Material e instrumentación 
 
¾ Equipo de cromatografía líquida de alta resolución. 
- Bomba cuaternaria 600 E (Waters). 
- Inyector 7725i (Rheodyne). 
                                                 
35 E. Martínez, R. Cela, A.M. Carro, J.C. Cobas, B. García, J. Anal. At. Spectrom., 17 
(2002) 1373-1380. 
36 E. Martínez, P. Landín, A.M. Carro, M.P. Llompart, R. Cela, J. Environ. Monit., 4 
(2002) 490-497. 
37 J.B. Quintana, E. Martínez, A.M. Carro, R.A. Lorenzo, R. Cela, Intern. J. Environ. 
Anal. Chem., 83 (2002) 269-284. 
38 J. Carpinteiro, J.B. Quintana, E. Martínez, I. Rodríguez, A.M. Carro, R.A. 
Lorenzo, R. Cela, Anal. Chim. Acta, 524 (2004) 63-71. 
39 R. Rodil, E. Martínez, A.M. Carro, R.A. Lorenzo, R. Cela, LC GC North America, 22 
(2004) 2-9. 
40 L. Pensado, E. Blanco, M.C. Casais, M.C. Mejuto, E. Martínez, A.M. Carro, R. 
Cela, J. Chromatogr., 1056 (2004) 121-130. 
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- Horno termostatizado 9540 (MetaTherm). 
- Detector de fluorescencia HP Series 1100. 
- Columna cromatográfica Vydac 201 TP52 (C18, 250 x 2,1 mm, 5 
µm diámetro de partícula) protegida por una precolumna Vydac 
201 TP. 
- Software de adquisición y procesado de datos Chemstation (HP). 
¾ Balanza analítica BP 211D (Sartorius). 
¾ Concentrador de nitrógeno TurboVap II (Zymark). 
¾ Robot para composición de muestras41:  
- Dos muestreadores adaptados de dispositivos automáticos de 
valoración (AS20 samplers) suministrados por Crison 
Instruments (Barcelona). 
- Dispensador automático (Crison) con jeringa de 10 mL 
suministrada por Hamilton Bonaduz (Suiza). 
- Tubos de vidrio de 40 mm X 200 mm, mod. V60123 y recipiente 
especial de deshecho, mod. V60126 suministrados por Afora 
(Barcelona). 
¾ Matraces aforados. 
¾ Matraces Erlenmeyer. 
¾ Embudos de decantación de 1 L. 
¾ Micropipetas. 
¾ Filtros Millex GV, 13 mm, 0,22 µm (Millipore). 
¾ Filtros de ésteres de celulosa Millex SMWP, 47 mm, 5 µm (Millipore). 
¾ Material fungible de uso común en el laboratorio. 
¾ Software SUPERGA, diseñado en el propio grupo de investigación, 
para la generación de matrices experimentales sobresaturadas42, 
programado en CA-Realizer 3.0a (Computer Associates). 
¾ Software GAMICH, diseñado en el propio grupo de investigación, 
para la regresión de los resultados de análisis de las muestras 





                                                 
41 L. Pensado, E. Blanco, M.C. Casais, M.C. Mejuto, E. Martínez, A.M. Carro, R. 
Cela, J. Chromatogr., 1056 (2004) 121-130. 
42 R.Cela, E. Martínez, A.M. Carro, Chemom. Intell. Lab. Syst., 52 (2000) 167-182. 
43 R.Cela, E. Martínez, A.M. Carro, Chemom. Intell. Lab. Syst., 57 (2001) 75-92. 





¾ Patrones individuales de PAHs (99 % de pureza): 
Benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno, 
benzo(g,h,i)perileno, indeno(1,2,3-cd)pireno (Supelco). 
¾ Mezcla de PAHs EPA 610 Polynuclear Aromatic Hydrocarbons Mix 
(Supelco). 
¾ Acetonitrilo grado gradiente (Merck). 
¾ Diclorometano grado pesticida (Merck). 
¾ 2 – propanol grado análisis (Merck). 
¾ Sulfato sódico anhidro (Scharlau). 
¾ Agua ultrapura obtenida en el laboratorio a través de un sistema 
Milli-Q (Millipore). 
¾ Helio (99,999 % pureza) para la desgasificación de fases móviles. 
 
 Las disoluciones patrón se prepararon a partir de los compuestos 
sólidos mediante disolución en acetonitrilo, obteniendo patrones individuales 
concentrados de concentraciones próximas a los 500 µg/mL. A partir de éstos, 
mediante sucesivas diluciones, se han preparado las disoluciones patrón 
utilizadas para la calibración del equipo, realizándose la última dilución en 
acetonitrilo / agua (1:1). Las concentraciones de las disoluciones para la 
calibración se han situado en el rango de 0,01 a 40 ng/mL. 
 
3. Almacenamiento de las muestras y lavado del material 
 
 La baja polaridad de los PAHs determina una de las principales 
dificultades a la hora de su análisis en muestras de agua. Su carácter hidrófobo 
es tal, que los PAHs tienden a adsorberse en cualquier material sólido (paredes 
de vidrio de recipientes, conductos por los que pasa la muestra, etc.) causando 
importantes pérdidas durante el muestreo, almacenamiento y en algunos casos 
durante el análisis44. Por tanto, esta circunstancia debe tenerse en cuenta, 
especialmente cuando se estudian estos contaminantes a niveles traza, y debe 
ser evitada en lo posible en el desarrollo del método analítico, lo cual no 
siempre (incluso podríamos decir que pocas veces) se ve reflejado en la 
bibliografía.  
 
                                                 
44 M. Bouzige, V. Pichon, M.C. Hennion, J. Chromatogr. A, 823 (1998) 197-210. 
IV. Composición estratégica de muestras en el análisis de PAHs en agua potable  
 
97
 La adición de un disolvente orgánico miscible con el agua en el 
momento del muestreo evita las pérdidas por adsorción en las paredes del 
recipiente en el que la muestra será almacenada. Disolventes como el 
acetonitrilo45 o el 2-propanol46 se muestran en la bibliografía como 
especialmente indicados para tal objetivo. 
 
 Antes de empezar con el desarrollo del trabajo, se ha estudiado la 
conservación de las muestras adicionándoles una cierta cantidad de disolvente. 
Tras haber realizado diferentes pruebas con los dos disolventes indicados, se 
ha comprobado una mayor eficacia del 2-propanol frente al acetonitrilo para la 
recuperación de los PAHs después del almacenamiento de las muestras 
durante 4 días. La adición de un 10 % de este disolvente ha garantizado 
recuperaciones que oscilan entre el 85 y el 90 %. 
 
 En todo caso, y para garantizar la máxima recuperación de los analitos, 
además de la adición de un 10 % de 2-propanol, se ha tomado una medida más 
de precaución: Cada muestra se ha almacenado individualmente en un 
recipiente de capacidad adecuada para contener el volumen utilizado en cada 
experimento. De esta manera, la totalidad del contenido del recipiente se 
transferirá al embudo de decantación para realizar la extracción líquido – líquido 
y se podrán hacer lavados del recipiente con diclorometano con el fin de extraer 
de él posibles trazas de analitos adsorbidos. 
 
 En cuanto al lavado del material utilizado para el análisis, después del 
lavado convencional con agua y jabón y enjuague con agua Milli-Q, requerirá 
como es lógico un último lavado con diclorometano. Es necesario ser 
especialmente cuidadoso en este sentido, puesto que es muy frecuente si no se 
toma esta precaución, la aparición de picos de PAHs en blancos de muestra y 
reactivos debido a la contaminación del material. El material no aforado 





                                                 
45 M.S. García-Falcón, B. Cancho-Grande, J. Simal-Gándara, Water Res., 38 (2004) 
1679-1684. 
46 J. Lintelmann, W.J. Günther, E. Rose, and A. Kettrup, Fresenius J. Anal. Chem., 
346 (1993) 966-944.  
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4. Método analítico 
 
4.1. Extracción de la muestra 
 
 El método utilizado para la extracción de PAHs en las muestras de 
agua, tanto muestras compuestas como originales, es una adaptación del 
método EPA 61047, consistente en una extracción líquido – líquido con 
diclorometano. La muestra utilizada en este trabajo ha sido agua de grifo 
filtrada a través de un filtro de ésteres de celulosa de 5 µm, y a la que se le ha 
adicionado un 10 % de isopropanol según lo indicado en el apartado anterior. 
 
 El volumen total obtenido para cada muestra compuesta (o 250 mL en el 
caso de las muestras originales) se transfirió a un embudo de decantación de 
un litro, añadiéndoles 20 mL de diclorometano para las muestras compuestas y 
30 para las originales. Este volumen de diclorometano fue aprovechado 
previamente para hacer un lavado del recipiente que contenía la muestra. 
Como es lógico, las diferencias de volumen de disolvente en cada caso se 
corresponden con los diferentes volúmenes de muestra analizada.  
 
 Se ha agitado el embudo de decantación durante 2 minutos y tras 
esperar a la completa separación de las dos fases, se ha recogido la fase 
orgánica (capa inferior) en un matraz Erlenmeyer. Nuevamente se adiciona en 
el embudo de decantación otra alícuota de igual volumen de diclorometano y se 
repite el proceso de extracción dos veces más, hasta hacer un total de tres.  
 
 Completadas las extracciones y reunidas las alícuotas de extracto, éste 
se ha secado añadiendo sulfato sódico anhidro, y se ha transferido a un tubo 
del concentrador de nitrógeno TurboVap. Una vez que el extracto se ha 
concentrado hasta un volumen de 0,5 mL se ha procedido al cambio de 
disolvente añadiendo 1 mL de acetonitrilo y concentrando de nuevo hasta 0,5 
mL.  Al extracto concentrado en acetonitrilo se le ha añadido 1 mL de agua y se 
ha completado el volumen hasta 2 mL con acetonitrilo, de tal forma que el 
extracto final tenga una proporción 1:1 de agua / acetonitrilo. Por último, el 
extracto final se ha filtrado a través de un filtro de Durapore de 0,22 µm, 
quedando preparado así para su inyección en el cromatógrafo de líquidos. 
                                                 
47 US EPA, Method 610 – “Polynuclear aromatic hydrocarbons. Methods for organic 
chemical analysis of municipal and industrial wastewater” (2001). 
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Hasta su inyección, el extracto se ha almacenado en viales ámbar a una 
temperatura de 4 ºC.  
 
4.2. Condiciones cromatográficas 
 
 El análisis de los extractos se ha llevado a cabo mediante HPLC 
utilizando para ello una elución en gradiente binario, con acetonitrilo y agua 
como fases móviles. En la Tabla IV-1 se muestra el gradiente utilizado para 
separar las mezclas de los 16 PAHs señalados por la EPA como contaminantes 
prioritarios. Dicho gradiente ha sido obtenido en un trabajo anterior en el grupo 
de investigación mediante el software PREGA, en su aplicación para gradientes 
binarios48. 
 
Tabla IV-1: Gradiente de elución utilizado para 
la separación de los PAHs. Flujo de fase móvil: 
0,4 mL/min. 
Tiempo (min) % H2O % AcN Curva 
0 53 47 --- 
2 53 47 lineal 
12 10 90 lineal 
20 0 100 lineal 
30 0 100 lineal 
 
 La desgasificación de la fase móvil se ha realizado mediante corriente 
de helio con un flujo de 100 mL/min. La temperatura de la columna 
cromatográfica se ha mantenido constante a 35 ºC, y el volumen de inyección 
ha sido de 20 µL.  
 
 La cuantificación de los picos se ha llevado a cabo mediante un detector 
de fluorescencia con longitudes de onda programables. En la Tabla IV-2 se 
muestran los pares de longitud de onda programados (longitud de onda de 
excitación y longitud de onda de emisión) y los PAHs detectados en cada etapa 
del programa (si bien en este capítulo sólo se determinarán los cinco PAHs 
                                                 
48 J.M. Álvarez Gil, Cromatografía líquida de alta resolución en fase ligada sobre 
soporte de sílice esférico. Tesina, Universidad de Santiago de Compostela (1997). 
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cuyos niveles regula la normativa legal europea en aguas destinadas a 
consumo humano). 
 
Tabla IV-2: Programa de fluorescencia para la detección de PAHs en las condiciones 








0,0 267 330 Naftaleno 
7,0 275 315 Acenafteno, fluoreno 
10,6 247 357 Fenantreno 
12,3 238 418 Antraceno, fluoranteno, pireno 
16,3 267 385 Benzo(a)antraceno, criseno 
19.3 260 420 Benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno 
22,4 285 404 Dibenzo(a,h)antraceno, benzo(g,h,i)perileno 
23,6 245 500 Indeno(1,2,3-cd)pireno 
 
 En la Figura IV-1 se muestra el cromatograma obtenido, utilizando 
detector de fluorescencia, de una mezcla patrón de los 16 PAHs  definidos por 
la EPA como contaminantes prioritarios (el acenaftileno no produce señal 
fluorescente). . 
 
Figura IV-1: Cromatograma de una mezcla de PAHs obtenido con el gradiente y el 
programa de fluorescencia indicados en las tablas IV-1 y IV-2 respectivamente. 
Compuestos: (1) naftaleno; (2) acenafteno; (3) fluoreno; (4) fenantreno; (5) antraceno; 
(6) fluoranteno; (7) pireno; (8) benzo(a)antraceno; (9) criseno; (10) benzo(b)fluoranteno; 
(11) benzo(k)fluoranteno; (12) benzo(a)pireno; (13) dibenzo(a,h)antraceno; (14) 
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4.3. Parámetros de validación del método 
 
 Antes del desarrollo de la metodología de composición estratégica de 
muestras aplicada a PAHs en aguas potables, es necesario conocer, como es 
lógico, la calidad de nuestro método analítico. Más concretamente, uno de los 
parámetros de validación del método, el límite de cuantificación, será crucial a 
la hora de desarrollar la estrategia de composición de muestras, puesto que 
determinará el grado de dilución máximo de las muestras en el proceso de 
composición. 
 
 En la Tabla IV-3 se muestran los parámetros más importantes relativos 
al método analítico utilizado para la determinación de los 15 PAHs para los 
cuales se ha desarrollado el método, independientemente de que en este caso 
particular sólo se vayan a analizar los cinco compuestos regulados por la 
Comunidad Europea.  
 
















Naftaleno 4,3 1,0 – 200,0 0,999 4,1 53 ± 10 
Acenafteno 4,4 1,0 – 200,0 0,999 3,8 54 ± 9 
Fluoreno 0,5 0,2 –40,0 0,999 0,5 51 ± 10 
Fenantreno 0,2 0,1 – 20,0 0,999 3,0 52 ± 10 
Antraceno 0,2 0,1 – 20,0 0,999 2,9 62 ± 9 
Fluoranteno 0,3 0,2 – 40,0 0,999 2,0 78 ± 7 
Pireno 0,1 0,1 – 20,0 0,999 7,0 81 ± 9 
B(a)A 0,5 0,1 – 20,0 0,999 3,5 97 ± 5 
Criseno 0,6 0,1 – 20,0 0,999 1,7 95 ± 5 
B(b)F * 0,4 0,2 – 40,0 0,999 3,8 100 ± 4 
B(k)F * 0,2 0,1 – 20,0 0,999 3,4 101 ± 4 
B(a)P * 0,1 0,1 – 20,0 0,999 10,5 103 ± 5 
Db(a,h)A 0,3 0,2 – 40,0 0,997 4,0 104 ± 4 
B(g,h,i)P * 0,4 0,2 – 40,0 0,999 9,3 102 ± 4 
I(1,2,3-cd)P * 1,0 0,1 – 20,0 0,999 4,0 104 ± 4 
 * Compuestos regulados por la normativa de la Comunidad Europea 
 
 La reproducibilidad del método ha sido determinada mediante el 
coeficiente de variación obtenido al analizar una misma muestra 6 veces en 
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días diferentes. La recuperación se ha calculado mediante adición simple, 
haciendo la media entre los resultados obtenidos en 6 adiciones diferentes 
(niveles de adición comprendidos entre los 10 y los 80 ng/L). Los límites de 
cuantificación del método están calculados considerando la extracción de un 
volumen de muestra de 250 mL. 
 




 La diferencia entre la composición de muestras convencional y la 
composición estratégica de muestras está implícita en el nombre de la técnica. 
En SSC, las muestras originales se mezclan de una forma estratégica con el fin 
de obtener la mayor cantidad de información posible realizando el mínimo 
número de experimentos. Se utilizarán para ello matrices de experimentos, que 
determinarán de qué modo se  componen las muestras a partir de las 
originales. 
 
 La metodología de composición de muestras es muy sencilla. En la 
Figura IV-2 se representa de forma esquemática el modo en el que se 
componen las muestras a partir de las originales y el tratamiento de los 




















C1 1 0 1 … 1 … 0 
C2 1 1 0 … 0 … 1 
C3 0 1 0 … 1 … 0 
… … … … ... … ... … 
Ci 0 0 1 … 1 … 1 
… … … … … … … … 
Cn 1 1 1 1 1 1 1 
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 En SSC partimos de un número “m” de muestras originales a partir de 
las cuales se obtendrán “n” muestras compuestas según una matriz de 
experimentos. Estas matrices vienen codificadas con unos y ceros, teniendo 
tantas columnas como muestras originales haya y tantas filas como muestras 
compuestas se obtengan.  
 
 A la hora de componer cada una de las muestras compuestas, la fila 
correspondiente a dicha muestra indicará con un “1” las muestras originales 
que deben incluirse en el proceso de mezcla (en un volumen predeterminado), 
y con un “0” aquellas que quedan fuera de esa muestra compuesta en 
particular. 
 
 SSC permite elegir entre llevar las muestras compuestas a un volumen 
final fijo o por el contrario, que cada una tenga el volumen que le corresponda, 
determinado por las muestras que hayan entrado en el proceso de mezcla. 
Además, es posible multiplicar por un valor entero el volumen tomado de 
alguna de las muestras originales, lo cual puede resultar de utilidad en casos en 
los que interesa una composición de muestras proporcional. 
 
 La técnica de composición estratégica de muestras utiliza matrices de 
experimentos sobresaturadas, de tal forma que el número de muestras 
compuestas sea siempre menor que el número de muestras originales49 (lo 
contrario no tendría ningún sentido a efectos prácticos). Obviamente, esto 
conlleva la resolución de un problema matemático con más incógnitas que 
ecuaciones, lo cual a priori parece imposibilitar la obtención de la información 
requerida.  
 
 Sin embargo, en numerosos estudios en los que se investiga la 
influencia de un elevado número de factores en un determinado resultado, se 
llega a la conclusión de que de todos los posibles factores influyentes, 
solamente una pequeña parte de ellos lo son realmente. A esta circunstancia se 
le denomina principio Pareto, y en estos casos sí es posible el uso de matrices 
sobresaturadas para la investigación del efecto de cada factor. Así pues, la 
composición estratégica de muestras utilizando matrices sobresaturadas es 
realmente útil y fiable en aquellos casos en los que tenemos motivos para 
asumir que de la totalidad de las muestras originales, tan solo unas pocas están 
contaminadas (y por tanto son factores influyentes en el resultado de cada 
                                                 
49 R.Cela, E. Martínez, A.M. Carro, Chemom. Intell. Lab. Syst., 52 (2000) 167-182. 
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muestra compuesta). Dicho de otra manera, una gran parte de los factores 
estudiados son nulos, y en este caso, el sistema de ecuaciones es resoluble. 
Algunos estudios de simulación han demostrado la eficacia del uso de matrices 
sobresaturadas en aquellos casos en los que la relación entre el número de 
muestras contaminadas y el número total de muestras sea menor que 0,350. 
 
 La utilización de matrices sobresaturadas no puede proporcionar la 
ortogonalidad entre factores, y siempre existirá un cierto grado de correlación 
entre ellos. Sin embargo, el empleo de matrices con un grado de ortogonalidad 
elevado, unido al cumplimiento del principio Pareto, posibilita la regresión de los 
datos obtenidos y la obtención de resultados sumamente certeros. 
 
 Aunque las matrices utilizadas en SSC se pueden obtener en la 
bibliografía, en el grupo de investigación en el que se ha desarrollado este 
trabajo se ha diseñado un software especialmente diseñado para ello, 
denominado SUPERGA® 51. En este tipo de matrices, la última fila está 
compuesta sólo de “1”, es decir, que la última muestra compuesta, Cn consta de 
una mezcla de todas las demás. Esta muestra compuesta tiene una gran 
importancia desde dos puntos de vista. Por un lado se trata de la muestra 
compuesta más diluida, dado que en ella entran a formar parte todas y cada 
una de las muestras originales (mientras que en las demás se mezclarán por lo 
general aproximadamente la mitad de las muestras de partida). Por este 
motivo, Cn determinará si la matriz utilizada permitirá la detección de cada 
analito en los límites deseados (generalmente los marcados por la normativa 
legal) teniendo en cuenta los límites de detección propios de nuestro método 
analítico. Es decir, debemos garantizar que, en el caso extremo de que tan sólo 
haya una muestra original contaminada y ésta lo esté exactamente en un nivel 
de concentración igual al límite permitido, podremos ser capaces de detectar 
contaminación en la muestra Cn, evitando así falsos negativos. 
 
 Por otro lado, la muestra Cn debe ser la primera en analizarse, puesto 
que en caso de dar resultados negativos, y teniendo en cuenta lo dicho en el 
anterior párrafo relativo a evitar diluciones excesivas, se concluirá que ninguna 
de las muestras originales estaba contaminada y por tanto el trabajo estaría 
                                                 
50 E. Martínez Carballo, Composición de muestras mediante diseño experimental. 
Aplicaciones en química analítica ambiental. Tesis doctoral, Universidad de Santiago de 
Compostela (2001). 
51 R.Cela, E. Martínez, A.M. Carro, Chemom. Intell. Lab. Syst., 52 (2000) 167-182. 
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terminado. Por supuesto, esta decisión depende de que la probabilidad de 
obtención de un falso negativo sea lo suficientemente baja, y por ello es 
recomendable realizar el análisis de esta muestra al menos por duplicado. 
 
 En caso de que la muestra Cn de resultados positivos para alguno de los 
analitos buscados, se concluiría que al menos una de las muestras originales 
está contaminada, y por tanto será necesario proceder a la preparación y 
análisis de las restantes muestras compuestas (C1 a Cn-1), si bien la robustez de 
SSC permite realizar estos análisis sin necesidad de replicados. 
 
 Una vez analizadas estas muestras compuestas, se obtendrá una serie 
de resultados (tantos como muestras compuestas, n) que tras la regresión con 
la matriz utilizada producirá una serie de ecuaciones de acuerdo con el 
siguiente modelo: 
 
  Ri = β0 + β1M1 + β2M2 + … + βjMj + … + βmMm 
 
 Los coeficientes “βj” asociados a cada muestra “Mj” representan la 
magnitud de la contribución de cada muestra original al efecto total “Ri” 
(concentración encontrada en la muestra compuesta), y esta contribución (en 
forma de concentración de analito en cada muestra original) es precisamente lo 
que estamos buscando. La resolución de esta serie de ecuaciones y la 
búsqueda de los valores estimados (bi) de los coeficientes “βi” se lleva a cabo a 
través del programa de regresión GAMICH, que utiliza algoritmos genéticos 52. 
 
5.2. Composición de muestras de agua contaminadas por PAHs 
 
 En la Tabla IV-4 se muestra la matriz de experimentos utilizada en el 
presente trabajo. Como puede observarse, la matriz está diseñada para 
componer 12 muestras a partir de 26 originales. Así pues, se han preparado 26 
muestras de agua de grifo, de las cuales 5 han sido contaminadas en diferente 
grado con todos o alguno de los PAHs estudiados en este capítulo, mediante 
adición de disoluciones patrón individuales en acetonitrilo. Las muestras 
contaminadas, escogidas de forma aleatoria, han sido la M4, M8, M14, M19, y 
M22. Todas las muestras han sido almacenadas hasta el momento de la 
composición siguiendo el protocolo indicado en el punto 3. 
 
                                                 
52 R.Cela, E. Martínez, A.M. Carro, Chemom. Intell. Lab. Syst., 57 (2001) 75-92. 
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C1 1 0 0 1 0 1 0 0 1 1 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 0 0 1 1 1 1 
C2 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 0 0 0 1 0 0 1 
C3 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0 
C4 0 0 1 0 0 1 0 1 1 0 1 0 1 1 0 0 1 1 0 0 1 1 0 1 0 1 
C5 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 1 0 1 0 0 1 1 1 
C6 0 1 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 1 1 1 0 1 1 
C7 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 1 1 0 
C8 1 0 0 0 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 1 1 0 0 1 0 0 
C9 1 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 
C10 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 
C11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
C12 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
 
 En la Tabla IV-5 se muestran las concentraciones de PAHs encontradas 
en cada una de las cinco muestras contaminadas tras haber sido analizadas 
siguiendo el método analítico explicado en el punto 4.1. 
 
Tabla IV-5: Concentraciones (ng/mL) encontradas en las muestras 
originales contaminadas. 
  M4 M8 M14 M19 M22 
B(b)F 0,50 0,05 0,00 0,22 0,00 
B(k)F 0,78 0,00 0,09 0,00 0,39 
B(a)P 0,49 0,00 0,02 0,00 0,01 
B(ghi)P 0,54 0,06 0,00 0,21 0,02 
I(123cd)P 0,45 0,00 0,00 0,12 0,53 
 
 Para la composición de muestras se ha usado la opción de mezclas 
proporcionales, de tal modo que se ha definido un volumen doble de las 
muestras M8 y M16 a la hora de hacer la composición. Esta designación se ha 
hecho para simular un caso real en el que se sospecha que estas dos muestras 
pueden estar más diluidas que el resto, o que por alguna razón son más 
importantes, corresponden a caudales diferentes, o deben estimarse con mayor 
precisión. En este caso, la muestra M16 realmente no está contaminada, 
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mientras que la M8 lo está en niveles muy bajos, por debajo incluso de los 
permitidos por la normativa europea53. 
 
 Teniendo en cuenta las limitaciones de volumen de los recipientes del 
equipo en el que se han compuesto las muestras (véase siguiente sección), el 
volumen base tomado de cada muestra original ha sido de 6 mL (tomando por 
tanto 12 mL para las muestras M8 y M16). SSC contempla la opción de llevar 
todas las muestras compuestas a un volumen final fijo, o por el contrario dejar 
cada muestra con el volumen que le haya correspondido según el número de 
especimenes originales mezclados. En este trabajo se ha utilizado esta 
segunda posibilidad. El propio software de SSC tendrá en cuenta la opción 
elegida para compensar las diferencias de volumen en la etapa de cálculo. 
 
 La última muestra compuesta está formada por la mezcla de todas las 
muestras originales y es, por tanto, la que realmente determinará la cantidad de 
muestra que podremos tomar de cada especimen individual, y la que 
determinará la aptitud o no de la matriz elegida en lo que se refiere al factor de 
dilución. En un caso extremo en el que tan solo una de las muestras esté 
contaminada, con una concentración igual al límite legal, la matriz elegida debe 
posibilitar la detección de los analitos en cada muestra compuesta de la que 
forme parte ese especimen original.  
 
 Si tenemos en cuenta los datos correspondientes a los límites de 
cuantificación del método analítico (expuestos en la tabla IV-3) y los límites 
legales marcados por la normativa europea (0,1 ng/mL para la suma de PAHs 
exceptuando el benzo(a)pireno, para el cual el nivel baja a 0,01 ng/mL)53, 
vemos que el grado de dilución máximo permitido lo marcarían el 
benzo(a)pireno (LOQ=0,1 ng/L) y el indeno(1,2,3-cd)pireno (LOQ=1,0 ng/L). 
Según estos datos, sería admisible un grado de dilución máximo de 1:100 sin 
correr el riesgo de obtener falsos negativos. En nuestro caso, puesto que se 
han tomado 6 mL de cada muestra, el grado de dilución de cada especimen 
original en el proceso de composición sería de 6:250, puesto que los límites de 
cuantificación del método analítico se han calculado considerando un volumen 
de muestra de 250 mL (recordemos que se realizará una extracción líquido – 
líquido al volumen total de muestra compuesta obtenido). Queda clara, por 
tanto, la aptitud de la matriz de experimentos utilizada en este trabajo. 
                                                 
53 Directiva 98/83/CE, 3-11-98, relativa a la calidad de las aguas destinadas a consumo 
humano. Diario Oficial de la Comunidad Europea, L 330/2 5-12-98. 
 IV. Composición estratégica de muestras en el análisis de PAHs en agua potable 
 
108 
5.3. Automatización del proceso de composición 
 
 El proceso de composición de muestras a partir de las muestras 
individuales puede hacerse, como es lógico, de modo manual, con la simple 
ayuda de material volumétrico y recipientes en los que realizar las mezclas, 
además de una buena dosis de paciencia y meticulosidad en un proceso que 
resulta tedioso y bastante susceptible al error humano.  
 
 SSC es una herramienta analítica que tiene como objetivo el ahorro en 
los costes y tiempos de análisis de un grupo más o menos grande de muestras 
de la misma naturaleza. Por tanto, como es lógico, la automatización del 
proceso de composición contribuye de una forma importante a la simplificación 
del trabajo, evitando posibles errores humanos en la mezcla de las muestras, y 
librando al analista de un trabajo lento y pesado. 
 
 En la Figura IV-3 se muestra el dispositivo especialmente diseñado para 
llevar a cabo el proceso de composición de muestras de forma automática. 
 
Figura IV-3: Dispositivo utilizado para la composición de muestras de 
agua, con detalle del sistema de desagüe para el lavado. 
 
 El dispositivo está compuesto como puede verse por dos carruseles 
rotatorios, uno de los cuales albergará las muestras originales (carrusel 1), 
mezclándose en el otro (carrusel 2) las muestras compuestas. Cada carrusel 
tiene veinte posiciones en las que se ubican los distintos recipientes de 
muestra, si bien uno de ellos (posición 20) está reservado para disolvente de 
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lavado en el carrusel 1, y otro para desagüe de lavado en el carrusel 2. Para el 
trasvase de las muestras del carrusel 1 al 2, el dispositivo tiene 2 brazos 
interconectados con un dispensador automático equipado con una jeringa de 10 
mL. Completan el dispositivo los correspondientes recipientes de vidrio, con 
capacidad para 200 mL de muestra. El sistema es controlado por una 
aplicación informática especialmente desarrollada para ello, denominada SSC 
Manager®, integrada dentro del software GAMICH. 
 
 El sistema simplemente requiere la introducción de la matriz de 
composición de muestras, instrucciones relativas a los ciclos de lavado, el 
volumen base que debe tomar de cada muestra original, y el coeficiente de 
proporcionalidad para aquellas muestras en las que se tome un volumen 
mayor, tal como se ha explicado en el punto 5.2. (en este caso M8 y M16). 
 
 El dispositivo desarrolla su misión partiendo de la primera muestra 
original situada en el carrusel 1, de la cual toma las alícuotas correspondientes 
y sucesivamente las va vertiendo en los recipientes que corresponda situados 
en el carrusel 2, según indique la matriz experimental. Una vez incluida la 
muestra M1 en todas las muestras compuestas que corresponda, el sistema 
realiza un lavado de la jeringa y conductos que entran en contacto con la 
muestra, y repite el proceso con la muestra original M2, y así sucesivamente 
hasta completar el proceso de composición. 
 
 Como se ha comentado, cada uno de los carruseles tiene 19 posiciones 
útiles para el proceso de composición. No es habitual la obtención de más de 
19 muestras compuestas, pero sí lo es la existencia de un número mayor de 
muestras originales, como sucede en este trabajo. En este caso, la rutina de 
trabajo no cambia, a excepción de que una vez que el dispositivo termina de 
muestrear los 19 primeros especimenes originales, se para y se mantiene en 
espera para que el analista los retire y reponga los recipientes con el resto de 
muestras, de tal modo que el sistema pueda completar su trabajo. 
 
 Otra cuestión a tener en cuenta es la limitación del volumen de 200 mL 
de los recipientes de muestra. Este volumen debe tenerse en cuenta para 
decidir qué cantidad de cada muestra original se puede tomar para introducirla 
en las muestras compuestas. Esto puede llegar a ser una limitación importante 
en algunos casos en los que el método analítico requiere cantidades de 
muestra superiores para conseguir límites de detección aceptables, y por tanto 
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debe ser considerado antes de empezar un trabajo de composición de 
muestras utilizando este robot. 
 
6. Resultados analíticos 
 
6.1. Análisis de las muestras 
 
 Terminado el proceso de composición, tanto las 12 muestras 
compuestas como las muestras originales que fueron contaminadas han sido 
analizadas según el procedimiento explicado en el punto 4. 
 
 En la Figura IV-4 se muestra el cromatograma obtenido en las 
condiciones señaladas con el detector de fluorescencia, al analizar una de las 
muestras compuestas que contiene los cinco PAHs regulados por la normativa 
europea, concretamente la muestra C12, y en color rojo el cromatograma 
correspondiente a un blanco de muestra, entendiendo como tal una muestra de 
agua de grifo sin adición de los cinco compuestos. 
 
 
Figura IV-4: Cromatograma correspondiente a la muestra compuesta C12 y blanco de 
muestra (en color rojo) obtenidos en las condiciones indicadas en el punto 4 de este 
capítulo. Compuestos: (1) Benzo(b)fluoranteno; (2) benzo(k)fluoranteno; (3) 
benzo(a)pireno; (4) benzo(g,h,i)perileno, (5) indeno(1,2,3-cd)pireno. 
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Tabla IV-6: Concentraciones obtenidas para cada muestra compuesta. 
Muestra Concentración (ng/mL) 
compuesta  B(b)F B(k)F B(a)P B(g,h,i)P I(1,2,3-cd)P 
C1 0,030 0,044 0,027 0,049 0,027
C2 0,013 0,006 0,003 0,010 0,006
C3 0,047 0,057 0,025 0,040 0,045
C4 0,010 0,024 0,005 0,016 0,023
C5 0,052 0,057 0,034 0,050 0,036
C6 0,022 0,023 0,003 0,022 0,030
C7 0,007 0,025 0,004 0,013 0,028
C8 0,015 0,009 0,009 0,026 0,009
C9 0,011 0,036 0,008 0,013 0,029
C10 0,043 0,045 0,026 0,036 0,025
C11 0,035 0,045 0,029 0,036 0,022
C12 0,025 0,034 0,014 0,024 0,027
C12 (duplic.) 0,022 0,030 0,012 0,020 0,023
 
 En la tabla se aprecia como la muestra compuesta C12 da resultados 
positivos, los cuales han sido confirmados con un segundo replicado. Por tanto, 
y según lo explicado sobre los fundamentos de la técnica de SSC en el punto 
5.2., se han preparado y analizado las once muestras compuestas restantes, 
cuyos resultados están reflejados en la misma tabla. 
 
6.2. Regresión de los resultados 
 
 Concluidos los análisis de todas las muestras compuestas, los 
resultados se han introducido en el software para el tratamiento de datos 
GAMICH. La aplicación SSC Solver® lleva a cabo la regresión de estos datos 
para cada uno de los compuestos, conducida mediante algoritmos genéticos, y 
una vez terminada, predice las concentraciones de cada analito en cada una de 
las muestras originales. 
 
 En las siguientes figuras (Figura IV-5 a – f) se muestran los resultados 
obtenidos para las 26 muestras originales tras la regresión de los datos de las 
muestras compuestas, comparados con las concentraciones encontradas 
mediante análisis directo en las muestras que han sido contaminadas. En la 
Figura IV-5 (a) se muestran las concentraciones expresadas como suma de los 
cinco PAHs para los cuales la Comunidad Europea establece niveles máximos. 
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En las siguientes figuras se muestran los resultados obtenidos de forma 


































Figura IV-5: Representación gráfica de las concentraciones obtenidas por análisis 
directo de las muestras contaminadas y las predichas por SSC, considerando: (a) suma 
de PAHs; (b) Benzo(b)fluoranteno; (c) Benzo(k)fluoranteno; (d) Benzo(a)pireno; (e) 
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 Las barras en color azul representan las concentraciones de PAHs 
medidas por análisis directo en las muestras que han sido contaminadas (debe 
aclararse que las no contaminadas no han sido analizadas 
individualizadamente, si bien el blanco de muestra expuesto en la Figura IV-4 
ha confirmado la ausencia de contaminación para los 5 PAHs buscados). Las 
barras en color amarillo representan las concentraciones predichas por 
GAMICH tras la regresión de los resultados de cada una de las muestras 
compuestas. 
 
 En los 6 diagramas expuestos, puede verse cómo en general las 
predicciones de GAMICH para las muestras contaminadas suelen estar por 
debajo de los verdaderos valores encontrados. Este hecho tiene una 
explicación lógica, y se debe a la propia naturaleza del programa de regresión54 
que no admite resultados negativos para ninguna de las muestras originales. 
De este modo, todas las concentraciones asignadas erróneamente a muestras 
no contaminadas han sido sustraídas de las concentraciones de muestras que 
sí lo están. Obviamente esto genera un riesgo significativo de obtener falsos 
negativos en muestras cuya contaminación supera por muy poco los límites 
establecidos, y debe ser considerado por el analista. Sin embargo, debe 
tenerse en cuenta el carácter semicuantitativo de la técnica de SSC, que en 
caso de ser necesario un mayor rigor en los resultados, aconseja analizar 
individualmente las muestras originales que hayan resultado contaminadas o 
estén cercanas al límite. 
 
 En la Figura IV-5 (a) se representan los resultados obtenidos para la 
suma de PAHs totales. Tal como reflejan las barras azules, 3 muestras 
sobrepasan claramente el límite legal, establecido en 0,1 ng/mL: M4, M19 y 
M22. En los tres casos SSC es capaz de predecir la presencia de 
contaminación, según indican las barras amarillas. Otras dos muestras, M8 y 
M14 tienen un nivel de concentración real de 0,11 ng/mL, encontrándonos en el 
caso antes comentado, referente a la dificultad en las predicciones de muestras 
con concentraciones cercanas al límite. Por otro lado, el manejo de algunas 
concentraciones significativamente superiores a los límites legales, provocan 
con cierta facilidad la aparición de algunos falsos positivos si nos ceñimos de 
forma estricta a dichos límites. 
 
                                                 
54 R.Cela, E. Martínez, A.M. Carro, Chemom. Intell. Lab. Syst., 57 (2001) 75-92. 
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 Sin embargo, SSC permite el análisis pormenorizado de los resultados 
de cada uno de los PAHs, obteniéndose una información que debe 
complementar a la referida en el párrafo anterior, tratándose finalmente todos 
los datos en conjunto antes de tomar decisiones. 
 
 En la Figura IV-5 (b) se exponen los resultados correspondientes al 
benzo(b)fluoranteno. En este caso dos muestras, la M4 y M19 están 
contaminadas en niveles superiores al límite legal, y en ambos casos SSC 
predice sin problemas dicha contaminación, detectando incluso un nivel de 
contaminación inferior al límite legal en la muestra M8. 
 
 En la Figura IV-5 (c), correspondiente al benzo(k)fluoranteno, aparecen 
dos muestras claramente contaminadas, M4 y M22. Incluso la M14, cercana al 
límite legal, es detectada por SSC. 
 
 Con el benzo(a)pireno se da un caso similar, como se puede ver en la 
Figura IV-5 (d). El programa detecta una clara contaminación en la muestra M4, 
detectando también contaminación en la M14, muy próxima al límite. 
 
 Para el benzo(g,h,i)perileno, de nuevo se detecta un alto grado de 
contaminación en la muestra M4, al igual que para el indeno(1,2,3-cd)pireno, en 
el que también la M22 sobrepasa claramente el límite. Para estos dos últimos 
compuestos, SSC no detecta como contaminada la muestra M19. 
 
 Como se comentaba anteriormente, en SSC los resultados deben ser 
tratados de forma conjunta tras el análisis de todos y cada uno de los analitos 
estudiados. En la práctica, cuando se observa contaminación en una muestra, 
ésta debe ser analizada de forma individual, independientemente de cuántos 
compuestos estén presentes en ella. 
 
 En los resultados comentados anteriormente, la muestra M19 se puede 
considerar como una muestra crítica, puesto que SSC no detecta 
contaminación de benzo(g,h,i)perileno e indeno(1,2,3-cd)pireno, cuando 
realmente sí supera los límites legales. Sin embargo, el programa muestra 
evidencias de contaminación en niveles cercanos al límite, considerando suma 
de PAHs totales y benzo(b)fluoranteno. En estos casos, es aconsejable el 
análisis individual de la muestra, que nos llevará finalmente a los resultados 
precisos y a tomar decisiones correctas sobre la muestra. 




 Deben destacarse los resultados excelentes obtenidos en la muestra 
M8, a pesar de que esta muestra ha sido contaminada en niveles sumamente 
bajos, incluso por debajo de los límites legales. A pesar de ello, SSC comete un 
error mínimo en la predicción. En este sentido, debemos recordar que la 
muestra M8 ha sido tomada en el proceso de composición en un volumen doble 
con respecto a las demás, precisamente con este fin. Esto justifica plenamente 




 SSC se ha mostrado como un método sumamente eficaz en la 
obtención de información sobre un elevado número de muestras con un mínimo 
gasto en costes de análisis, tiempo y trabajo. En nuestro caso particular, se ha 
empleado para la determinación de PAHs en 26 muestras de agua, realizando 
para ello tan solo 13 análisis (contando con el replicado de la muestra 
compuesta C12). Con este mínimo gasto, únicamente la muestra M19 ha 
proporcionado resultados dudosos que aconsejan su análisis de forma 
individual. 
 
 La técnica de composición estratégica de muestras se presenta como 
una herramienta de enorme utilidad en estudios medioambientales en los que 
debe ser procesado un gran número de muestras, de las cuales sólo una 
pequeña parte de ellas tienen verdaderas probabilidades de estar 
contaminadas. SSC supone en estos casos un gran ahorro a través de la 
reducción del número de análisis a realizar, lo cual es sumamente importante 
en casos en que la técnica de análisis supone costos elevados o 
procedimientos especialmente lentos o complicados. 
 
 SSC proporciona información semicuantitativa acerca de las muestras 
originales. En muchos es suficiente con este tipo de información. En otros 
casos, en los que además de los valores de contaminación realmente 
representativos, se requiere información más exacta sobre las muestras 
contaminadas, es aconsejable el análisis particular de esas muestras, lo cual, 
aún sumado a las determinaciones realizadas sobre las muestras compuestas, 
sigue suponiendo un ahorro en el número de análisis. 
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 La composición estratégica de muestras ha dado resultados 
satisfactorios con unos compuestos como los PAHs que plantean serias 
dificultades al ser analizados en muestras de agua, dada su elevado carácter 
hidrofóbico y los bajos niveles en los que se suelen encontrar. Su característica 
tendencia a adsorberse en los recipientes en los que se conservan las 
muestras conduce con gran frecuencia a la obtención de resultados erróneos, 
lo cual puede ser corregido en gran medida con la adición de disolventes 
orgánicos para su almacenamiento. A pesar de estos inconvenientes, SSC ha 
proporcionado buenos resultados sin necesidad de realizar replicados de cada 
muestra compuesta, confirmando la robustez de este método ante la 







































V. EXTRACCIÓN DE PAHs EN MUESTRAS DE MADERA 





1.1. Los PAHs como contaminantes de la madera: El uso de la creosota 
 
 En la introducción de esta memoria, se ha hecho un breve repaso a las 
fuentes de emisión de PAHs, en el cual se señalaban los procesos de 
combustión incompleta de materia orgánica como las principales vías de 
formación de esta clase de compuestos. Particularmente, la combustión de 
madera, ya sea de forma controlada (calentamiento de hogares, cocinas de 
leña, etc1.) o en incendios forestales2, ocupaba un puesto destacado en las 
emisiones anuales de PAHs en países como Estados Unidos, Suecia o 
Noruega, según un estudio de Baek y colaboradores de 1991 2.  
 
 Es evidente, pues, la presencia de concentraciones importantes de 
hidrocarburos aromáticos policíclicos en madera carbonizada. Sin embargo, 
existen pocos estudios sobre la determinación de PAHs en cenizas de madera3. 
Quizá su único interés reside en la utilización de estas cenizas como 
                                                 
1 A. Bhargava, R.N. Khanma, S.K. Bhargava, S.Kumar, Atmos. Environ., 38 (2004) 
4761-4767. 
2 S.O. Baek, R.A. Field, M.E. Goldstone, P.W. Kirk, J.N. Lester, R. Perry, Water Air 
Soil Poll., 60 (1991) 279-300. 
3 L. Rey-Salgueiro, M.S. García-Falcón, B. Soto-González, J. Simal-Gándara, J. Agr. 
Food Chem., 52 (2004) 3900-3904. 
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fertilizantes en suelos dedicados al cultivo, pero la ausencia de normativa al 
respecto resta, inevitablemente, importancia a su determinación. 
 
 La presencia de PAHs en madera utilizada para la construcción posee 
bastante más interés analítico. La carbonización parcial y controlada de la 
madera mediante tratamiento térmico resulta eficaz para su conservación. Sin 
embargo, en este proceso se generan PAHs, si bien utilizando temperaturas de 
carbonización inferiores a 300 ºC las concentraciones encontradas son 
mínimas4. En cualquier caso, este método parece ser una buena alternativa a 
otro mucho más extendido y sin duda más agresivo con el medioambiente: el 
uso de la creosota. 
 
 El término “creosota” se utiliza para describir una mezcla formada por 
unos 200 compuestos químicos, muchos de los cuales son hidrocarburos 
aromáticos. Dentro del mismo término se engloban distintas variedades, como 
la creosota de madera, creosota de alquitrán de hulla, alquitrán de hulla, o la 
brea del alquitrán de hulla5. Las creosotas de madera se obtienen por 
tratamiento térmico de la resina de la madera de haya. Los alquitranes de hulla 
se obtienen como subproductos de la carbonización del carbón para producir 
coque o gas natural, y a través de su destilación se obtiene el alquitrán de hulla 
por un lado, y el residuo de alquitrán por otro. 
 
 La creosota de madera es un líquido incoloro o amarillento con un 
característico olor a humo y sabor a quemado, relativamente soluble en agua.  
 
 La creosota obtenida a partir del alquitrán de hulla es un líquido espeso 
de color entre ámbar y negro, insoluble e inflamable, y es el preservativo para 
madera históricamente más utilizado en los Estados Unidos, encontrándose en 
al menos 46 de los 1613 sitios catalogados en la NPL6, a la que ya se ha hecho 
referencia en la introducción de esta memoria.  Su composición comprende 
hasta un 85 % de PAHs, además de compuestos fenólicos (10 %) y 
                                                 
4 R.J.A. Gosselink, A.M.A. Krosse, J.C. Van Der Putten, J.C. Van Der Kolk, B. de 
Klerk-Engels, J.E.G. Van Dam, Ind. Crop. Prod., 19 (2004) 3-12. 
5 Agency for Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR). Resumen de salud 
pública. Creosota de Madera, creosota de alquitrán de hulla y alquitrán de hulla (2002). 
http://www.atsdr.cdc.gov/es/phs/es_phs85.html 
6 US EPA, National Priorities List, http://www.epa.gov/superfund/sites/npl/index.htm 
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heterociclos orgánicos con sustituyentes de nitrógeno, azufre u oxígeno (5 %)7. 
De forma más concreta, se estima que entre un 20 y un 40 % de la composición 
típica de la creosota se corresponde con los 16 PAHs incluidos por la EPA en 
su lista de contaminantes prioritarios8. Es tóxica para los animales, y en 
contacto directo con la piel puede producir desde irritación hasta cáncer. La 
IARC (International Agency for Research on Cancer) incluye en el grupo 2A 
(probable cancerígeno) a la creosota en el apartado de mezclas (además de los 
distintos PAHs incluidos individualmente en los diferentes grupos, como ya se 
ha visto en la introducción de la memoria)9. 
 
 La creosota como conservante de la madera ha tenido especial 
aplicación en la fabricación de postes para tendido eléctrico y estructuras de 
vías de ferrocarril, los cuales en ocasiones se han aprovechado posteriormente 
en la fabricación de vallas para edificaciones, estacas para producciones 
agrícolas, etc10.  
 
 Debe destacarse también su aplicación en el tratamiento de estructuras 
de madera expuestas al medio acuático (bateas), en las que garantiza una 
protección estimada en unos 100 años 11, frente a los 10 años de vida de la 
madera sin tratar en las mismas circunstancias. Esta alta y duradera capacidad 
de protección se debe en gran parte a la elevada retención de la creosota en la 
madera. Aproximadamente un 75 % de la creosota aplicada permanece en la 
madera después de un período de 40 años. El principal problema asociado, 
como es evidente, es la exposición de la biota a los contaminantes presentes. 
 
 Además de la exposición directa a maderas tratadas con creosota, 
existe la problemática asociada a las plantas de tratamiento de madera en la 
que se usan este tipo de productos. Dolores de cabeza, nauseas, irritación de 
                                                 
7 J.G. Mueller, P.J. Chapman, P.H. Pritchard, Environ. Sci. Technol., 23 (1989) 1197-
1201. 
8 M. Kohler, T. Künniger, P. Schmid, E. Gujer, R. Crockett, M. Wolfensberger, 
Environ. Sci. Technol., 34 (2000) 4766-4772. 
9 International Agency for Research on Cancer (IARC), List of IARC evaluations. 
Internacional Agency for Research on Cancer, Lyon, France (2004). 
http://monographs.iarc.fr/monoeval/grlist.html 
10 Y. Ikarashi, M. Kaniwa, T. Tsuchiya, Chemosphere, 60 (2005) 1279-1287. 
11 K.T.J. Bestari, R.D. Robinson, K.R. Solomon, T.S. Steele, K.E. Day, P.K. Sibley, 
Environ. Toxicol. Chem., 17 (1998) 2369-2377. 
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ojos o picor de garganta son tan solo algunos de los síntomas inmediatos 
ocasionados en los residentes vecinos de estas plantas12. 
 
 Dado el carácter carcinogénico de la creosota, la Comunidad Europea 
ha establecido limitaciones a su utilización. Así, la Directiva 2001/90/CE de la 
Comisión del 26 de Octubre del 2001 prohíbe el uso de esta sustancia como 
tratamiento de la madera, aunque permite como excepciones aquellos casos en 
los que la concentración de benzo(a)pireno no supere el 0,005 % en masa, o 
los usos profesionales e industriales como ferrocarriles, postes de tendido 
eléctrico y telecomunicaciones, cercados, fines agrícolas o en puertos y vías 
navegables. 
 
1.2. Metodología de análisis de PAHs en maderas 
 
 La bibliografía acerca de la extracción y determinación de PAHs en 
muestras de madera no es muy extensa, lo cual a menudo nos obliga a adaptar 
para tal fin métodos de extracción desarrollados para matrices sólidas de 
diferente naturaleza, como suelos, sedimentos, cenizas, etc. 
 
 La extracción en Soxhlet, a pesar de su antigüedad, ha sido y es el 
método de referencia, por la fiabilidad de sus resultados, para la extracción de 
PAHs en matrices sólidas. Particularmente, los métodos analíticos presentes en 
la bibliografía desarrollados para la investigación de PAHs en maderas 
prácticamente se ciñen a esta técnica. El tolueno13, mezclas de tolueno / 
metanol14, dietil éter15, o el diclorometano16, son algunos de los disolventes de 
extracción más utilizados. Sin embargo, tiempos de extracción excesivamente 
elevados (por lo general, entre 12 y 24 horas) y el consumo de elevadas 
cantidades de disolventes tóxicos (alrededor de 200 mL) aconsejan el 
desarrollo de métodos de extracción menos costosos. 
 
                                                 
12 J. Dahlgren, R. Warshaw, J. Thornton, P. Anderson-Mahoney, H. Takhar, 
Environ. Res., 92 (2003) 92-98. 
13 L. Becker, G. Matuschek, D. Lenoir, A. Kettrup, Chemosphere, 42 (2001) 301-308.  
14 M. Kohler, T. Künniger, P. Schmid, E. Gujer, R. Crockett, M. Wolfensberger, 
Environ. Sci. Technol., 34 (2000) 4766-4772. 
15 W. Rotard, W. Mailahn, Anal. Chem., 59 (1987) 65-69. 
16 K.T.J. Bestari, R.D. Robinson, K.R. Solomon, T.S. Steele, K.E. Day, P.K. Sibley, 
Environ. Toxicol. Chem., 17 (1998) 2369-2377. 
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 La extracción con disolventes orgánicos mediante agitación mecánica 
ha conseguido resultados similares a los obtenidos mediante extracción 
Soxhlet17, logrando sin embargo una importante reducción en tiempo de 
extracción y cantidades de disolvente. Incluso la incubación de la muestra con 
una pequeña cantidad de disolvente orgánico (el diclorometano suele ser el 
más adecuado) puede lograr recuperaciones similares, aunque en este caso se 
mantiene el inconveniente asociado al tiempo de extracción, requiriendo un 
mínimo de 12 horas para lograr recuperaciones aceptables18. 
 
 Existen métodos de extracción más modernos que han conseguido en 
este sentido importantes ventajas frente a la extracción Soxhlet. La extracción 
con fluidos supercríticos es hoy en día un método muy utilizado para la 
extracción de PAHs en matrices sólidas con la que se obtienen recuperaciones 
similares al método Soxhlet19.  
 
 Más reciente aún, es la microextracción en fase sólida (SPME) en 
espacio de cabeza, que también ha sido empleada en la extracción de PAHs en 
suelos contaminados por creosota con buenos resultados, excepto para los 
compuestos con más de 4 anillos, para los cuales la sensibilidad disminuye 
notablemente17. 
 
 En la década de los 90 se patenta la extracción asistida por 
microondas20, extendiéndose con gran rapidez su uso para la extracción de 
compuestos orgánicos en una amplia variedad de matrices, fundamentalmente 
sólidas21, 22. Su principal ventaja, es el rápido calentamiento del disolvente en el 
interior de recipientes cerrados que permiten sobrepasar su temperatura de 
ebullición, consiguiendo extracciones rápidas y eficaces. Además, las elevadas 
presiones alcanzadas al superar el punto de ebullición contribuyen a una mejor 
penetración del disolvente en la matriz, acelerando así el proceso. 
 
                                                 
17 M. Eriksson, J. Fäldt, G. Dalhammar, A.-K. Borg-Karlson, Chemosphere, 44 
(2001) 1641-1648. 
18 Y. Ikarashi, M. Kaniwa, T. Tsuchiya, Chemosphere, 60 (2005) 1279-1287. 
19 C. Miège, J. Dugay, M.C. Hennion, J. Chromatogr. A, 823 (1998) 219-230. 
20 J.R.J. Paré, M. Sigouin, J. Lapointe, U.S. Patent 5,002,784, Marzo 1991 – 
Environment Canada. 
21 J.R.J. Paré, J.M.R. Bélanger, K. Li, M. Llompart, R.D. Turpin, R. Singhvi, 
Spectroscopy, 13 (1996) 1-13. 
22 L. Pensado, C. Casais, C. Mejuto, R. Cela, J. Chromatogr. A, 869 (2000) 505-513. 
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 El calentamiento inducido por la energía microondas se fundamenta en 
la orientación de dipolos sometidos a una radiación electromagnética de 
frecuencia comprendida entre los 100 MHz y los 3 GHz. En presencia del 
campo electromagnético, los dipolos se orientan preferentemente en una 
determinada dirección, volviendo a un estado desordenado cuando el campo 
cesa (tiempo de relajación). La fricción entre moléculas causada por estos 
movimientos provoca la emisión de energía calorífica23. A 2,45 GHz (frecuencia 
a la que operan los extractores de microondas), el alineamiento de moléculas 
polares seguido del correspondiente retorno al estado desordenado, ocurre 
aproximadamente 5 x 109 veces por segundo, lo cual provoca un calentamiento 
sumamente rápido. 
 
 Por tanto, la utilización de energía microondas como técnica de 
extracción requiere el uso de un disolvente con una cierta polaridad 
(acetonitrilo, acetona, metanol…), dado que los disolventes apolares son 
transparentes a esta radiación. En caso de que el disolvente de extracción no 
sea polar (hexano por ejemplo), debemos añadir una pequeña cantidad de otro 
disolvente que sí lo sea.  
 
 La eficacia de la técnica de microondas ha sido ya probada para la 
extracción de PAHs en muestras sólidas. En 1996, Jocelyn Paré y 
colaboradores24 evalúan la extracción por microondas de PAHs en una muestra 
de suelo contaminada con creosota. Utilizan 30 mL de una mezcla de hexano : 
acetona (1:1) para extraer entre 1 y 5 gramos de muestra a 115 ºC y durante 
tan solo 10 minutos. El método incluye una etapa de limpieza del extracto en 
cartucho de sílice, cambio de disolvente a tolueno y análisis mediante 
cromatografía de gases – espectrometría de masas, consiguiendo 
recuperaciones entre el 70 y el 111%. 
 
 Se han publicado aplicaciones de esta técnica también con fluidos 
micelares25, aportando las ventajas de la compatibilidad de estos sistemas con 
las fases móviles comúnmente utilizadas en HPLC, y evitando por tanto el 
cambio de disolvente, necesario con la mayoría de los disolventes utilizados en 
extracciones por microondas. 
                                                 
23 F.I. Onuska, K.A. Terry, J. High Resol. Chromatogr., 18 (1995) 417-421. 
24 J.R.J. Paré, M. Sigouin, J. Lapointe, U.S. Patent 5,002,784, Marzo 1991 – 
Environment Canada. 
25 V. Pino, J.H. Ayala, A.M. Alfonso, V. González, J. of Chromatogr. A, 869 (2000) 
515-522. 




 En definitiva, la rapidez de la técnica, su bajo consumo de disolvente y 
su probada eficacia, la convierten en algo más que una alternativa a la 
tradicional extracción en Soxhlet, para la extracción de compuestos orgánicos 
en matrices sólidas de cualquier naturaleza, sin hacer referencia a las 
aplicaciones de esta técnica en la química preparativa (digestiones). Sin duda, 
la extracción de PAHs en muestras de madera mediante energía microondas 
parece un tema cuyo estudio puede resultar interesante, y aportar importantes 
ventajas en el creciente interés en la química analítica moderna por acortar 
tiempos de análisis y simplificar los procedimientos.  
 
1.3. Optimización mediante diseños de experimentos 
 
 En todo proceso de determinación analítica existen unas condiciones 
óptimas que producen el mejor resultado posible. Para llegar a tales 
condiciones, el investigador recurre a la información obtenida a través de un 
número generalmente elevado de experimentos, de tal forma que recopilando 
todos los datos obtenidos sea posible establecer unas conclusiones.  
 
 De forma general, se puede decir que siempre se ha asumido que un 
trabajo de investigación con un gran número de experimentos permite al 
investigador disponer de más material del que se puedan extraer las 
conclusiones que nos conduzcan a las condiciones óptimas buscadas. Sin 
embargo, debemos preguntarnos: ¿Es estrictamente cierta esta afirmación? 
¿Son siempre todas las informaciones extraídas de cada experimento 
realmente útiles? La respuesta es negativa; la calidad de la información 
obtenida no depende necesariamente del número de experimentos llevados a 
cabo, sino de la estrategia seguida a la hora de escoger dichos experimentos. 
Nace por tanto el término “plan de experimentación”, según el cual priman la 
calidad de los experimentos frente a la cantidad, muy acorde con las tendencias 
modernas en química analítica, proclives a reducir tiempos y costes en todo 
proceso de análisis. Los planes de experimentación, por tanto, buscan la 
elección estratégica de los experimentos a realizar con el fin de obtener la 
máxima información posible con el mínimo número de ensayos. 
 
 Dentro de un plan de experimentación, debemos distinguir 3 conceptos 
básicos: 
 





 Su elección supone el primer problema a resolver en cualquier proceso 
de optimización. Al comenzar el estudio de un determinado problema, el 
investigador debe establecer una serie de factores potencialmente influyentes 
en el resultado. La consideración de un número muy elevado de factores 
incrementará de forma notable el número de experimentos a realizar, mientras 
que con un número de factores más reducido corremos inevitablemente el 
riesgo de obviar algún factor realmente influyente en el resultado.  
 
 El cribado de factores consiste en investigar de manera rápida cuáles 
son, entre un conjunto de factores potencialmente influyentes, los que 
efectivamente lo son. Para ello, las matrices de experiencias más utilizadas son 
las matrices de Hadamard26, las matrices supersaturadas27, las matrices 
ortogonales, o las matrices factoriales fraccionarias simétricas y asimétricas28,29. 
 
 Sin embargo, a menudo esta elección de variables se hace de forma 
intuitiva siempre y cuando el proceso no sea excesivamente complejo. En caso 
de haber escogido uno o varios factores que realmente no tengan influencia en 
el proceso, el estudio cuantitativo de los factores nos indicará que el peso de 
este factor es cero (o, de forma más rigurosa, el peso del factor es inferior al 




 Son los resultados obtenidos en cada experimento bajo unas 
condiciones determinadas para cada uno de los factores. 
 
1.3.3. Matriz de experimentos 
 
 Una matriz de experimentos es un objeto matemático que representa a 
un conjunto de experimentos supuestamente homogéneos que deben 
realizarse consecutivamente y cuyas conclusiones no pueden ser extraídas 
                                                 
26 R.L. Plackett, J.P. Burman, Biometrika, 33 (1946) 305-325. 
27 C.F.J. Wu, Biométrika, 80 (1993) 661-669. 
28 R.L. Rechtschaffner, Technometrics, 9 (1967) 569-575. 
29 S. Addelman, Technometrics, 4 (1962) 21-46. 
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hasta haber obtenido la totalidad de los resultados30. Utilizan variables 
codificadas, sin dimensiones, y vienen determinadas por el número de 
experimentos (número de filas), número de variables (número de columnas) y 
su organización en el tiempo.  
 
 El fin último de las matrices de experimentos es evaluar la superficie de 
respuesta de un determinado proceso dependiente de una serie de factores, 
realizando para ello el mínimo número de experimentos. Existen varios tipos de 
matrices de experimentos para este tipo de estudio. Entre ellas, las más 
utilizadas son las matrices de experimentos factoriales simétricas o asimétricas, 
completas o fraccionarias. 
 
 En cualquier tipo de análisis, la función de respuesta se suele ajustar en 
general a un polinomio de primer o segundo grado31: 
 
εββββ ++++= ∑ ∑ ∑n n n iijjiijii xxxxy 20  
 
 En esta ecuación, “y” es la respuesta, “xi” son cada uno de los factores 
influyentes (o potencialmente influyentes) en el análisis, y “β” son coeficientes 
con el siguiente significado: β0 es un término constante, βi es el efecto lineal del 
factor i-ésimo, βij es el efecto de interacción entre dos factores, y βii es el efecto 
cuadrático del factor i-ésimo. ε representa el error de la medición. 
 
 En un diseño de experimentos factorial completo, la matriz de 
experiencias debe estar constituida por todas las combinaciones posibles de los 
distintos niveles asignados para cada factor, y por tanto el número de 
experimentos necesarios, N, será: 
 
nkN =  
 
 Donde “n” es el número de variables independientes y “k” es el número 
de niveles que toma cada variable (en general, cada variable suele tomar 2 ó 3 
niveles). 
                                                 
30 R. Phan Tan Luu, Metodología estadística en investigación medioambiental, Instituto 
Vasco de Estadística, Vitoria-Gasteiz (1993). 
31 G.A. Lewis, D. Mathieu, R. Phan Tan Luu, Pharmaceutical Experimental Design, 
Marcel Dekker, New York (1999). 




 Los experimentos realizados según la matriz de experimentos factorial 
completa, nos permitirán calcular los coeficientes del modelo, pudiendo así 
determinar la importancia o peso que posee cada factor, así como las posibles 
interacciones entre factores diferentes. 
 
 Hay que destacar sin embargo la posibilidad de realizar un diseño de 
experimentos factorial parcial, de tal forma que sólo una parte del número total 
de experimentos sería llevada a cabo. Lógicamente el ahorro de tiempo con 
esta variante es notorio, pero en caso de existir interacciones entre factores, los 
coeficientes de los efectos lineales de cada factor no podrían ser evaluados 
correctamente debido a la falta de grados de libertad disponibles en nuestro 
plan de experimentación. 
 
 La caracterización de las matrices factoriales como simétricas o 
asimétricas, depende de si el número de niveles que puede adoptar cada uno 
de los factores estudiados es el mismo o no. 
 
 En este capítulo, expondremos cómo se ha llevado a cabo la 
optimización del proceso de extracción de PAHs en muestras de madera 
mediante microondas, utilizando para ello un diseño factorial completo de 3 
factores a dos niveles. 
 
2. Material, instrumentación y reactivos 
 
2.1. Material e instrumentación 
 
¾ Equipo de cromatografía líquida de alta resolución. 
- Bomba cuaternaria 600 E (Waters). 
- Inyector automático WISP 700 (Waters). 
- Horno termostatizado Temperature Control Module (Waters). 
- Detector de red de fotodiodos 996 (Waters). 
- Detector de fluorescencia programable PU 4027 (Philips). 
- Interfase System Interface Module (SIM) (Waters). 
- Columna cromatográfica Vydac 201 TP52 (C18, 250 x 2,1 mm, 5 
µm diámetro de partícula) protegida por una precolumna Vydac 
201 TP. 
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- Software de adquisición y procesado de datos Millenium 32 
(Waters). 
¾ Extractor de microondas MES-1000 (CEM). 
¾ Balanza BP 310S (Sartorius). 
¾ Balanza BP 211D (Sartorius). 
¾ Concentrador de nitrógeno TurboVapII (Zymark). 
¾ Micropipetas. 
¾ Matraces aforados. 
¾ Filtros Millex GV de 0,22 µm (Millipore). 
¾ Cartuchos de sílice Sep-Pack Vac 3 cc, 500 mg (Waters). 
¾ Material fungible de uso común en el laboratorio. 




¾ Acetonitrilo grado HPLC (Scharlau). 
¾ Metanol grado HPLC (Scharlau). 
¾ Diclorometano grado pesticida (Merck). 
¾ Tolueno grado GC (Scharlau). 
¾ Agua ultrapura obtenida en el laboratorio a través de un sistema 
Milli-Q (Millipore). 
¾ Benzo(a)antraceno 99% (Supelco). 
¾ Benzo(a)pireno 99% (Supelco). 
¾ Benzo(e)pireno 98,5% (Supelco). 
¾ Benzo(b)fluoranteno 99% (Supelco). 
¾ Benzo(k)fluoranteno 99% (Supelco). 
¾ Benzo(g,h,i)perileno 99% (Supelco). 
 
 Las disoluciones patrón para el calibrado se prepararon a partir de los 
patrones sólidos, disolviéndolos en tolueno. Tras dos diluciones sucesivas 1:10 
en acetonitrilo de cada patrón, se preparó una disolución stock conteniendo los 
5 PAHs objeto de análisis en este trabajo, y a partir de ésta, tomando distintos 
volúmenes y llevándolos a 10 mL en acetonitrilo, se prepararon los diferentes 
niveles de calibración. En todos ellos se añadió antes del enrase 1 mL de una 
disolución de 2,25 µg/g de benzo(g,h,i)perileno, que fue utilizado como patrón 
interno. Todos los cálculos de concentraciones fueron hechos por pesada en 
balanza analítica con el fin de evitar los errores propios de la medida de 
volúmenes. 




3. Preparación de la muestra 
 
 Para la realización de los experimentos, se ha utilizado una madera de 
pino serrada sobre la que se han adicionado los PAHs objeto de estudio. En 
primer lugar, el serrín se ha tamizado, seleccionando un tamaño de partícula 
entre 1 mm y 300 µm. 
 
 Para la adición de los PAHs, se han preparado disoluciones de cada 
compuesto en metanol (pesando entre 5 y 8 mg de cada compuesto y 
disolviendolos en 7 – 8 mL de metanol). El benzo(e)pireno, benzo(b)fluoranteno 
y benzo(k)fluoranteno han necesitado la adición de 2 – 3 mL de diclorometano 
para su total disolución. 
 
 Las 5 disoluciones preparadas se han transferido a un recipiente de 
vidrio en el que se han añadido aproximadamente 6,5 L de metanol (cantidad 
suficiente para empapar la totalidad de la madera añadida). Sobre esta 
disolución, se ha añadido poco a poco el serrín tamizado y previamente pesado 
(concretamente 1020 g), removiendo con una varilla de vidrio. 
 
 El recipiente con la mezcla se ha mantenido durante dos semanas en 
una vitrina a temperatura ambiente, removiéndola ocasionalmente con la varilla 
de vidrio hasta la evaporación total del disolvente. Una vez seca, la muestra fue 
envasada en recipientes protegidos de la luz y almacenada en el congelador. 
 
 La humedad de la muestra ha sido calculada gravimétricamente 
secándola en estufa a 100 – 105 ºC y pesándola en una balanza analítica hasta 
alcanzar peso constante. La determinación se ha hecho por triplicado. El 
contenido en agua resultó ser de un 12,5 ± 0,18 %. 
 
 Las concentraciones resultantes de cada PAH en la muestra de madera 
en base a peso seco, según las cantidades adicionadas, se indica en la Tabla 
V-1. Hay que recordar sin embargo la conocida tendencia que presentan los 
PAHs a adsorberse en el vidrio, tal como fue reseñado en la introducción de 
esta memoria, lo cual, unido a la posibilidad de que haya alguna pequeña 
pérdida por volatilización, puede conducir a valores ligeramente más bajos que 
los indicados. 
 
V. Extracción de PAHs en muestras de madera mediante energía de microondas  
 
133
Tabla V-1: Concentraciones de cada PAH adicionadas 







4. Extracción de la muestra mediante microondas y análisis 
cromatográfico 
 
4.1. Ensayos preliminares 
 
 La elevada solubilidad de los PAHs en diclorometano, convierten a este 
disolvente en uno de los más utilizados para la extracción de estos compuestos 
en diferentes matrices y con diferentes técnicas, tal como se ha comentado en 
la introducción de este capítulo. Los primeros experimentos realizados en este 
trabajo se han realizado utilizando el diclorometano como disolvente de 
extracción, en un volumen de 30 mL para 4 g de muestra. Tras la extracción 
durante 20 minutos a 120ºC, se procedió al cambio de disolvente a hexano 
utilizando para ello el concentrador por corriente de nitrógeno, y el extracto se 
limpió en cartucho de sílice eluyendo con 3 mL de una mezcla 
diclorometano:hexano (1:1). Finalmente, para poder inyectar el extracto en 
HPLC, es necesario un nuevo cambio de disolvente a acetonitrilo. Con este 
método se han conseguido porcentajes de recuperación cercanos al 80 %. Sin 
embargo, los resultados obtenidos invitaban a tratar de simplificar el proceso. 
 
 La primera opción ha sido eliminar la etapa de limpieza del extracto, 
comprobandose en el análisis de un blanco de muestra la ausencia de 
interferencias en la zona del cromatograma en la que eluyen los compuestos de 
la columna cromatografica. Esto evita además un cambio de disolvente (de 
diclorometano a hexano), ahorrando tiempo y evitando posibles pérdidas tanto 
por volatilización de PAHs en la concentración del extracto como por adsorción 
en la limpieza en cartucho. 
 
 Posteriormente, y en vista de los buenos resultados obtenidos, se ha 
probado a tratar de eliminar la etapa de cambio de disolvente que quedaba tras 
la anterior modificación del método. Para ello, la extracción de la muestra debía 
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ser realizada en acetonitrilo. Por tanto, el método consistió básicamente en una 
simple extracción en microondas con acetonitrilo e inyección del extracto 
previamente filtrado. Los resultados obtenidos en este experimento han 
sugerido seguir trabajando sobre ese método. A continuación se describe el 
método analítico empleado para la determinación de PAHs en madera, cuya 
etapa de extracción será objeto de un estudio de optimización que se detallará 
posteriormente. 
 
4.2. Extracción con acetonitrilo 
 
 Algunos de los factores considerados como influyentes en el 
rendimiento de la extracción han sido optimizados mediante diseños factoriales, 
tal como se explicará en la siguiente sección. Al margen de los valores 
concretos de esos valores, el método de extracción utilizado se esquematiza en 




Figura V-1: Esquema del método de extracción de PAHs en 
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 Se ha pesado en una balanza analítica una alícuota de muestra de 
madera (la cantidad de muestra ha sido el primer factor incluido en la 
optimización). La muestra se ha introducido en un vaso de teflón del extractor 
de microondas, añadiendo 30 mL de acetonitrilo. El volumen añadido de 
acetonitrilo ha sido también pesado en la balanza con el fin de controlar 
posibles pérdidas durante la extracción. Se ha cerrado el recipiente de 
extracción, y se ha comenzado la irradiación con microondas durante un tiempo 
y a una temperatura determinados (segundo y tercer factores optimizados 
mediante diseños factoriales). La potencia del equipo ha sido fijada en el 40 %, 
suficiente para calentar un disolvente con la polaridad del acetonitrilo. 
 
 Una vez finalizado el tiempo de extracción, el recipiente, sometido a una 
elevada presión, fruto de haber sobrepasado el punto de ebullición del 
disolvente, se deja enfriar a temperatura ambiente antes de abrirlo. Una vez 
frío, se ha abierto y se ha vuelto a pesar para verificar la cantidad exacta de 
extracto. Con una micropipeta, se han tomado 2 mL de este extracto y se han 
transferido a un matraz aforado de 10 mL. Posteriormente, se ha añadido 1 mL 
de una disolución de benzo(g,h,i)perileno de concentración 2,25 µg/g 
(compuesto utilizado como patrón interno), y el matraz se ha enrasado con 
acetonitrilo. La alícuota de 2 mL de extracto, la disolución de patrón interno, y 
los 10 mL de disolución final se han pesado exactamente en balanza analítica 
con el fin de realizar los cálculos de concentraciones en peso de manera más 
precisa. Los cálculos, se han hecho en base a peso seco, y considerando que 
el agua presente en la muestra de madera (humedad) se mezcla con el 
disolvente durante el proceso de extracción. 
 
 Por último, la disolución final obtenida se pasa a través de un filtro Millex 
GV (Millipore) de 0,22 µm y se inyectan 10 µL de ésta en el HPLC. 
 
4.3. Análisis de los extractos mediante HPLC 
 
 La utilización del acetonitrilo como disolvente de extracción lleva 
implícita una importante ventaja, como es el hecho de evitar una etapa de 
cambio de disolvente previa a la inyección en el equipo de HPLC.  Las fases 
móviles empleadas para la elución de los compuestos han sido acetonitrilo y 
agua. El gradiente utilizado para el análisis cromatográfico se muestra en la 
Tabla V-2. Se trata del mismo programa que el utilizado en el capítulo anterior, 
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con las mínimas modificaciones necesarias impuestas por el cambio de equipo 
cromatográfico. 
 
Tabla V-2: Gradiente de elución utilizado para la 
separación de los PAHs. Flujo de fase móvil: 0,4 
mL/min. 
Tiempo (min) % H2O % AcN Curva 
0 50 50 --- 
2 50 50 lineal 
12 10 90 lineal 
20 0 100 lineal 
30 0 100 lineal 
 
 La desgasificación de las fases móviles se ha llevado a cabo mediante 
una corriente de 100 mL/min de helio. La columna cromatográfica se ha 
mantenido a una temperatura constante de 35ºC. Para la inyección se ha 
utilizado un inyector automático con capacidad para 48 viales. El volumen de 
inyección ha sido de 10 µL. 
 
 Para la detección de los compuestos, el sistema cromatográfico dispone 
de dos detectores conectados en serie. Para la cuantificación de los picos se ha 
utilizado un detector de fluorescencia de longitud de onda programable. En este 
caso, se ha optado por seleccionar un par de longitudes de onda único para la 
detección de los 5 PAHs analizados más el utilizado como patrón interno. Las 
longitudes de onda seleccionadas entre los 20 y los 30 minutos (intervalo de 
tiempo en el que eluyen los compuestos de interés) han sido λexc=286 nm y 
λem=400 nm. Para minimizar la respuesta de los compuestos que eluyen de la 
columna cromatográfica con tiempos de retención inferiores, se han 
seleccionado los pares de longitudes de onda que se indican en el programa 
completo, mostrado en la Tabla V-3. 
 
 Tabla V-3: Programa de longitudes de onda λ excitación – λ emisión 
 
254-371 270-393 295-405 286-400
             14           18,5            20    (min) 
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 En la Figura V-2 se muestra el cromatograma obtenido mediante el 













Figura V-2: Cromatograma de una disolución patrón obtenido con el gradiente y el 
programa de fluorescencia indicados en las tablas V-2 y V-3 respectivamente. 
Compuestos: (1) benzo(a)antraceno; (2) benzo(e)pireno; (3) benzo(b)fluoranteno; (4) 
benzo(k)fluoranteno; (5) benzo(a)pireno; (6) benzo(g,h,i)perileno. 
 
 En estas mismas condiciones, la inyección de un extracto de muestra 
obtenido en las condiciones óptimas (las cuales se explicarán posteriormente) 
ha producido un cromatograma como el mostrado en la Figura V-3, en la que 













Figura V-3: Cromatograma de un extracto (color negro), y de un blanco de muestra (en 
color rojo). Compuestos: (1) benzo(a)antraceno; (2) benzo(e)pireno; (3) 
benzo(b)fluoranteno; (4) benzo(k)fluoranteno; (5) benzo(a)pireno; (6) 
benzo(g,h,i)perileno. 
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 Como puede observarse los cromatogramas demuestran la obtención 
de un extracto sumamente limpio, y libre de interferencias en la zona en la que 
eluyen los PAHs analizados en este trabajo, confirmando la validez del método 
de extracción sin necesidad de incluir una etapa de limpieza. 
 
 Aunque la identificación de los picos se ha hecho en base a los tiempos 
de retención, el detector de red de diodos se ha usado para confirmar la 
identidad de cada analito mediante sus espectros de absorción UV/Vis. Para 
ello, se ha registrado la señal con este detector en un rango de longitudes de 
onda de 200 a 450 nm. Asimismo, el detector de red de diodos certifica también 
la limpieza del extracto, basándose para ello en el grado de coincidencia entre 
los espectros de los picos obtenidos al analizar una muestra y los espectros 
correspondientes a los patrones puros. En la Figura V-4 se puede observar el 
cromatograma obtenido mediante este detector a una longitud de onda de 254 
nm al inyectar un extracto de la muestra de madera. En la parte superior, se 
muestran los espectros de cada uno de los picos superpuestos con los 




















Figura V-4: Cromatograma de un extracto (254 nm) y espectros 
de absorción obtenidos mediante detector de red de diodos. La 
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 Para la cuantificación de las muestras, se ha realizado un calibrado de 5 
niveles, inyectando cada uno de los patrones por triplicado. A continuación, en 
la Tabla V-4, se muestran los parámetros de validación correspondientes al 
calibrado, así como los límites de detección y cuantificación del método 
cromatográfico. 
 















B(a)A 1,27 4,23 37,8 – 654,1 0,999 1,59 
B(e)P 7,48 24,93 47,8 – 827,4 0,999 0,78 
B(b)F 5,55 18,50 37,5 – 649,1 0,999 1,31 
B(k)F 1,11 3,70 45,5 – 788,4 0,999 1,16 
B(a)P 0,74 2,46 39,2 – 679,2 0,999 1,44 
 
5. Evaluación de la homogeneidad de la muestra 
 
 Antes de comenzar el proceso de optimización del método de extracción 
por microondas, debe determinarse cual es el grado de homogeneidad de la 
muestra con el fin de establecer la cantidad mínima de muestra que debe 
tomarse para garantizar que las variaciones en las concentraciones de cada 
compuesto entre distintas muestras enmascaren las debidas a los efectos de 
los factores experimentales que van a ser optimizados. 
 
 Para realizar este estudio se han hecho varias series de experimentos, 
trabajando siempre en las mismas condiciones, exceptuando el peso de 
muestra, diferente en cada una de las series. Para cada cantidad de muestra, 
se han realizado 3 extracciones simultáneas, evaluándose posteriormente la 
desviación estándar relativa porcentual (RSD %) de las concentraciones 
obtenidas. Cabe esperar una disminución de la desviación estándar a medida 
que aumenta el peso de la alícuota de muestra. 
 
 Se han ensayado alícuotas de muestra de 1, 2 y 4 gramos de peso. Los 
resultados se muestran en la Tabla V-5, en la que se exponen las 
concentraciones medias obtenidas para cada compuesto y la desviación 
estándar relativa. La variabilidad obtenida cuando se tomó un peso de muestra 
de 4 g resultó ser del mismo orden que la obtenida para el procedimiento 
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cromatográfico (ver Tabla V-4), por lo cual la muestra se ha considerado 
homogénea para cantidades a partir de 4 gramos. 
 
Tabla V-5: Media de las concentraciones y desviaciones estándar relativas obtenidas 
en el estudio de homogeneidad de la muestra de madera. 
                        Concentración (µg/g) / RSD %    
Muestra (g) Replic. B(a)A B(e)P B(b)F B(k)F B(a)P 
    1 g     3 7.17 / 3.64 7.92 / 1.46 6.27 / 3.02 4.25 / 2.20 5.39 / 2.75 
    2 g     3 7.22 / 2.97 7.92 / 2.53 6.30 / 2.33 4.30 / 1.61 5.38 / 1.84 
    4 g     3 8.13 / 1.43 8.38 / 0.65 6.90 / 1.49 5.03 / 0.92 5.85 / 0.68 
 
6. Optimización del método 
 
6.1. Elección de las variables 
 
 Como ya se ha dicho en la introducción de este capítulo, la elección de 
las variables potencialmente influyentes en el proceso optimizado se suele 
hacer de manera intuitiva, labor que corresponde al investigador. En este caso 
particular, tres han sido los factores considerados: La cantidad de muestra, la 
temperatura de extracción, y el tiempo de extracción. 
 
 La potencial influencia de las dos últimas variables señaladas en la 
eficacia de la extracción resulta bastante evidente. En cuanto a la cantidad de 
muestra, debe considerarse, tras el estudio explicado en el punto anterior, 
alícuotas de muestra superiores a los 4 gramos para evitar variabilidades 
elevadas debidas a la falta de homogeneidad de la muestra. Sin embargo, 
cantidades excesivas de madera pueden influir claramente en el rendimiento de 
la extracción, por ejemplo por razones de solubilidad de los analitos en el 
disolvente de extracción. En este punto, cabe pensar también en la influencia 
del volumen de disolvente utilizado. Ciertamente, lo más razonable es no 
considerar los dos factores de forma separada, asumiendo que lo realmente 
influyente en el proceso es la relación entre peso de muestra y volumen de 
disolvente de extracción. Por este motivo, lo más práctico ha sido fijar la 
cantidad de disolvente (30 mL), variando solamente el peso de muestra 
tomado. 
 
 Una vez escogidas las variables, se deben de establecer los niveles alto 
y bajo de cada una de ellas, entre los cuales se moverá la optimización. De 
nuevo esta elección la haremos de una forma racional, basándonos en la 
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experiencia o en la bibliografía. En la Tabla V-6 se indican estos valores para 
cada una de las variables del diseño. 
 
Tabla V-6: Niveles de cada variable en el diseño factorial 
Variable Clave Bajo (-) Alto (+) 
Peso muestra (g) A 4 6 
Temperatura (ºC) B 90 120 
Tiempo extrac. (min) C 15 20 
 
6.2. Diseño de tres factores a dos niveles 
 
 En el caso particular que nos ocupa, la matriz de experiencias elegida 
está constituida por un total de 23 experimentos, fruto de todas las 
combinaciones posibles de los 3 factores elegidos en sus dos niveles. 
 
 De forma general, utilizando para cada nivel de cada variable su valor 
codificado (-1 para el nivel inferior y +1 para el nivel superior), las 8 
experiencias que conforman un diseño completo de tres factores a dos niveles 
son las que se representan en la Tabla V-7, en las que Xi son los factores 
optimizados e yj son las respuestas obtenidas en cada experimento: 
 
Tabla V-7: Matriz de experimentos factorial completa 23 
 
Nº exp. X1 X2 X3 Y 
1 -1 -1 -1 y1 
2 +1 -1 -1 y2 
3 -1 +1 -1 y3 
4 +1 +1 -1 y4 
5 -1 -1 +1 y5 
6 +1 -1 +1 y6 
7 -1 +1 +1 y7 
8 +1 +1 +1 y8 
 
 En un caso como este, la respuesta se ajusta a un polinomio del 
siguiente tipo32:   
                                                 
32 G.A. Lewis, D. Mathieu, R. Phan Tan Luu, Pharmaceutical Experimental Design, 
Marcel Dekker, New York (1999). 




εββββββββ ++++++++= 3211233223311321123322110 xxxxxxxxxxxxy  
 
 Los coeficientes de mayor orden deben ser considerados como términos 
de corrección de los efectos principales (coeficientes de menor orden). El 
significado de los coeficientes es el siguiente: 
  
- β1 representa el cambio en la respuesta cuando la variable x1 varía 
en una unidad. Se denomina efecto principal. 
- β12 representa el cambio en el efecto β1 cuando la variable x2 cambia 
en una unidad. Es el efecto de interacción de primer orden, y tomará 
un valor distinto de cero cuando el efecto producido por un factor 
dependa del valor que tome otro. 
- β123 representa el cambio en β12 cuando la variable x3 varía en una 
unidad. Es el efecto de interacción de segundo orden, cuyo 
significado es similar al del efecto de interacción  de primer orden, si 
bien su interpretación física es menos evidente. 
 
 Podremos escribir esta ecuación para cada uno de los 8 experimentos 
señalados en la Tabla V-7, o bien representarla en forma matricial, según se 
muestra en la Tabla V-8. 
  
Tabla V-8: Matriz del modelo para el diseño factorial completo 23 
Nº X0 X1 X2 X3 X12 X13 X23 X123 
1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 
2 +1 +1 -1 -1 -1 -1 +1 +1 
3 +1 -1 +1 -1 -1 +1 -1 +1 
4 +1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 
5 +1 -1 -1 +1 +1 -1 -1 +1 
6 +1 +1 -1 +1 -1 +1 -1 -1 
7 +1 -1 +1 +1 -1 -1 +1 -1 
8 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 
 
 A partir de aquí, obtenidas las 8 respuestas yi correspondientes a los 8 
experimentos, la resolución del sistema de ecuaciones conduce al cálculo de 
los efectos principales y los efectos de interacción, tanto de primer orden como 
de segundo orden. 
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 En este trabajo, la matriz de experimentos del diseño factorial ha 
incluido 10 experimentos divididos en dos bloques. Además de los 8 
experimentos correspondientes al diseño factorial completo, se han incluido dos 
experimentos adicionales correspondientes a dos réplicas del punto central (en 
el que cada factor toma el valor medio entre sus niveles alto y bajo) con el fin 
de evaluar el error experimental. Este modelo, permitirá evaluar el peso de los 3 
factores, así como la significación estadística de las interacciones entre ellos. El 
orden de los experimentos viene dado por un factor de aleatoriedad que 
introduce el paquete estadístico Statgraphics Plus for Windows V 3.3.33, con el 
que se ha hecho el análisis de los datos, con el fin de evitar que el factor tiempo 
se convierta en una variable correlacionada con alguno de los factores 
estudiados. 
 
 En la Tabla V-9 se muestra la matriz de experimentos y las respuestas 
obtenidas en cada uno de ellos. En este caso, ha sido elegida como respuesta 
la concentración encontrada de cada compuesto en la muestra. 
 
Tabla V-9: Matriz experimental y respuesta obtenida en cada experimento. Los 



















1 4 120 15 7,77 8,01 6,69 4,40 5,63 
2 5 105 17,5 7,55 8,24 6,58 4,53 5,69 
3 6 120 20 7,19 7,98 6,28 4,29 5,42 





5 6 90 15 7,61 8,19 6,44 4,52 5,72 
6 6 90 20 7,36 8,11 6,35 4,40 5,56 
7 5 105 17,5 7,71 8,57 6,76 4,75 5,87 
8 4 90 15 8,01 8,49 6,82 4,80 5,94 











                                                 
33 Statgraphics Plus for Windows, V 3.3. Experimental design, Manugistics, Rockville, MD, 
1994-1998. 
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6.3. Análisis de los resultados 
 
6.3.1. Carta pareto 
 
 Las distintas herramientas que ofrece el diseño experimental, posibilitan 
un estudio rápido y sencillo de los resultados obtenidos. La primera de las 
herramientas que nos ofrece es la carta pareto.  
 
 En la introducción de este capítulo, se ha hablado sobre la elección de 
los factores potencialmente influyentes, primer paso en la realización del diseño 
de experimentos. Se ha incidido en que, a pesar de ser a menudo una elección 
intuitiva a cargo del analista, en caso de haber escogido una variable como 
potencialmente influyente, que finalmente resultara no serlo, el diseño 
experimental nos permitiría concluir su nula influencia en el proceso estudiado. 
 
 Las cartas pareto representan gráficamente la significación estadística o 
peso de cada factor estudiado en comparación con el peso del error 
experimental. Se trata de diagramas de barras en los que la longitud de cada 
barra es proporcional al peso del factor (o interacción) representado. Además, 
una línea vertical indica cual es el peso estadístico del error experimental 
(debido a la falta de reproducibilidad del método). Recordemos que para la 
determinación de este error, el diseño contiene dos réplicas de un punto 
central, uno en cada bloque de la matriz. De este modo, si la barra 
correspondiente a un factor sobrepasa esta línea vertical, significa que dicho 
factor es estadísticamente significativo y por tanto tiene influencia en la 
respuesta, en este caso la concentración obtenida y, por extensión, la 
recuperación del método de extracción. Por el contrario, si la barra no llega a la 
línea vertical, la influencia de ese factor en la respuesta es menor que la 
influencia debida al error experimental, es decir, ese factor no es 
estadísticamente significativo. 
 
 En la Figura V-5 se muestran las cartas pareto obtenidas para cada 
compuesto en la optimización de la extracción por microondas de PAHs en 
maderas. En ellas, se puede comprobar cómo los tres factores estudiados 
(muestra, tiempo de extracción y temperatura de extracción) tienen un peso 
inferior al error experimental del método. Únicamente la barra correspondiente 
a la interacción entre la cantidad de muestra y el tiempo de extracción 
sobrepasa la línea de puntos que marca el peso estadístico del error 
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experimental para el benzo(a)pireno, indicando que esta interacción es 
estadísticamente significativa, aunque esto no tendrá ningún efecto en la toma 
de decisiones, desde el momento en que ninguno de los factores es influyente 




















6.3.2. Efectos principales 
 
 El diagrama de efectos principales es otra de las herramientas que nos 
ofrecen los diseños de experimentos. Se trata de un gráfico que nos informa del 
efecto que produce la variación de cada factor en la respuesta (considerando 
como respuesta en este caso la concentración detectada de cada compuesto). 
 
 La Figura V-6 corresponde al diagrama de efectos principales obtenido 
para el benzo(a)pireno, elegido como ejemplo representativo de los 5 PAHs 
estudiados. En él podemos observar un efecto negativo del factor “peso de 
muestra” en la respuesta, puesto que cuando se toman 6 gramos la 
concentración de benzo(a)pireno hallada en la muestra es inferior a cuando se 
toman 4 gramos. El diseño de experimentos nos está indicando que 6 gramos 
de muestra podría ser una cantidad excesiva para los 30 mL de acetonitrilo que 
se han fijado como disolvente de extracción. El factor “tiempo de extracción” 
tiene también un efecto negativo, mientras que el factor “temperatura de 














Figura V-6: Diagrama de efector principales del benzo(a)pireno. 
 
 Los gráficos de las superficies de respuesta complementan la 
información obtenida en los diagramas de efectos principales. Estos gráficos 
tridimensionales muestran la respuesta obtenida (concentración detectada) 
frente a los factores estudiados, lógicamente tomados de dos en dos. En este 
tipo de gráficos se puede extraer la misma información que en los diagramas de 
V. Extracción de PAHs en muestras de madera mediante energía de microondas  
 
147
efectos principales, y los diagramas de interacciones, que se comentarán 
posteriormente. 
 
 En la Figura V-7 se muestra la superficie de respuesta estimada del 
benzo(a)pireno frente a los factores “peso de muestra” y “temperatura de 
extracción”. Como se puede observar, la superficie de respuesta revela de 
forma clara el efecto positivo de la temperatura de extracción y el efecto 
negativo de la cantidad de muestra en la eficacia de la extracción, lo cual no 














Figura V-7: Superficie de respuesta estimada del benzo(a)pireno 
frente a las variables “peso de muestra” y “temperatura de 
extracción”. 
 
 En este tipo de gráficos es posible extraer otro tipo de conclusiones. 
Como se puede observar, el efecto negativo del factor “peso de muestra” se 
manifiesta cualquiera que sea el estado del otro factor representado 
(“temperatura de extracción”). Es decir, la tendencia en la variación de la 
respuesta al variar uno de los factores es independiente del nivel que tome el 
otro. Este hecho se traduce gráficamente en que la superficie de respuesta 
resultante se ajusta bastante a un plano. En este caso, podemos decir que no 
existe por tanto interacción entre los dos factores estudiados, algo que no 
siempre ocurre, como se verá en la siguiente sección. 
 
 La Figura V-8 muestra los diagramas de efectos principales obtenidos 
para los otros 4 PAHs estudiados. 
 





Figura V-8: Diagramas de efectos principales obtenidos para el benzo(a)antraceno, 
benzo(e)pireno, benzo(b)fluoranteno, y benzo(k)fluoranteno. 
 
 
6.3.3. Interacción entre factores 
 
 En algunas ocasiones, el efecto que produce un determinado factor en 
la respuesta del proceso depende del nivel que tome otro de los factores, es 
decir existe interacción entre ambos factores. Por ejemplo, si en lugar de 
representar para el benzo(a)pireno la superficie de respuesta teniendo en 
cuenta los factores “peso de muestra” y “temperatura de extracción”, 
representamos los factores “peso de muestra” frente a “tiempo de extracción”, 







Efectos principales del Benzo(k)fluoranteno
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Figura V-9: Superficie de respuesta estimada del benzo(a)pireno 
frente a las variables “peso de muestra” y “tiempo de extracción”. 
 
 La diferencia gráfica con la superficie de respuesta representada en la 
figura V-7 es evidente. En esta ocasión, existe una clara torsión en la superficie, 
que indica un comportamiento diferente del efecto de cada variable 
dependiendo del estado de la otra. La variación de la respuesta en relación con 
el factor “peso de muestra” es diferente según nos situemos en el nivel bajo o 
en el nivel alto del factor “tiempo de extracción”. De este modo, para un tiempo 
de extracción de 15 minutos, el factor “peso de muestra” tiene un efecto 
ligeramente positivo en la eficacia de la extracción. Sin embargo, para un 
tiempo de extracción de 20 minutos, la eficacia de la extracción disminuye al 
aumentar la cantidad de muestra. Existe por tanto una interacción entre los dos 
factores que impide tomar decisiones sobre uno de ellos sin tener en cuenta el 
otro. 
 
 El diseño experimental nos proporciona una herramienta más, referida 
precisamente a los efectos de interacción entre variables. Se trata de los 
diagramas de interacciones, que muestran de forma rápida e intuitiva el grado 
de interacción entre todos los factores estudiados, obviamente tomados dos a 
dos. 
 






















Figura V-10: Diagrama de interacciones del benzo(a)pireno 
 
 Este diagrama muestra cada una de las interacciones de primer orden 
para cada compuesto, siendo su interpretación muy sencilla. Para cada una de 
las interacciones representadas, figuran dos líneas que indican la variación de 
la respuesta al variar el factor representado en el eje x, teniendo en cuenta los 
dos niveles, alto y bajo (“+” y “-”) que puede tomar la otra variable. Si nos 
fijamos en la interacción comentada anteriormente, entre el peso de muestra y 
el tiempo de extracción (interacción AC), vemos como para el nivel alto de la 
variable “tiempo de extracción”, la respuesta disminuye al pasar de 4 a 6 
gramos de muestra. Por el contrario, considerando el nivel bajo del factor 
“tiempo de extracción”, la respuesta aumenta al aumentar la cantidad de 
muestra. 
 
 Si consideramos la interacción BC (“temperatura de extracción” – 
“tiempo de extracción”), observamos que las dos líneas no son paralelas, 
mostrando por tanto una notoria diferencia en la variación de la respuesta 
dependiendo del estado de la variable “tiempo de extracción”. Sin embargo, las 
dos líneas no se llegan a cruzar en el dominio estudiado. Podemos decir que 
existe interacción entre ambas variables, aunque no tan acusada como en el 
caso anterior. 
 
 En el caso de las variables “peso de muestra” y “temperatura de 
extracción” (interacción AB), las dos líneas son prácticamente paralelas, de lo 
que se concluye que la interacción es prácticamente inexistente. 




 Si volvemos a la carta pareto para el benzo(a)pireno, mostrada en la 
figura V-5, podemos apreciar como precisamente la interacción AC es 
estadísticamente significativa, mientras que las AB y BC no lo son. Se puede 
observar además como la interacción AB (para la cual el diagrama de 
interacciones muestra dos líneas prácticamente paralelas) tiene un peso muy 
cercano a cero, lo cual corrobora las conclusiones extraídas anteriormente. 
 
 En la Figura V-11 se muestran los diagramas de interacciones 
correspondientes a los otros 4 PAHs estudiados. 
 
 
Figura V-11: Diagramas de interacciones obtenidos para el benzo(a)antraceno, 
benzo(e)pireno, benzo(b)fluoranteno y benzo(k)fluoranteno. 
 
6.3.4. Conclusiones del diseño 
 
 Como se ha podido ver, el diseño experimental nos permite, a través de 
un número reducido de experimentos, explorar las posibilidades de nuestro 
método dentro de un dominio en el que se han contemplado hasta 3 posibles 
factores influyentes. La interpretación de los resultados es sumamente sencilla. 
En este caso, las cartas pareto ya nos indican que ninguno de los factores 
Diagrama de interacciones del Benzo(k)fluoranteno
AB AC BC
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estudiados es estadísticamente significativo, es decir, ninguno de ellos tiene 
una influencia en la eficacia del método mayor que la variabilidad debida al 
error experimental. Tan solo la interacción entre la cantidad de muestra y el 
tiempo de extracción ha tenido un peso importante, siendo estadísticamente 
significativo para uno de los compuestos, el benzo(a)pireno. 
 
 En un caso como éste, la decisión sobre las condiciones de trabajo 
corresponde al analista, que por lo general basará su elección atendiendo a 
factores económicos, de tiempo, o simplemente de mayor comodidad. En 
nuestro caso, y dada la mínima diferencia en este sentido que presenta la 
elección de unas u otras condiciones, se ha optado por las siguientes: 
 
9 Peso de muestra: 4 g. 
9 Tiempo de extracción: 20 min. 
9 Temperatura de extracción: 120 ºC. 
  
 Esta decisión se ha tomado en base a que el experimento que se ha 
llevado a cabo bajo estas condiciones ha sido el que ha conducido a los 
mejores porcentajes de recuperación de todos los realizados en el diseño 
experimental. 
 
7. Reproducibilidad del método de extracción 
 
 Una vez decididas las condiciones de trabajo, se ha procedido a la 
validación del método. En primer lugar, para determinar la reproducibilidad del 
método de extracción se han realizado seis extracciones en días diferentes, y 
se ha calculado la variabilidad obtenida en las concentraciones detectadas para 
cada compuesto. 
 
 En la Tabla V-10 se muestras las concentraciones obtenidas para cada 
compuesto en los 6 experimentos, la media y la desviación estándar relativa 
porcentual (RSD %). Los resultados están referidos a peso seco de muestra. 
Como se puede observar, valores entre 1,19 y 4,62 % de variabilidad indican 
una buena reproducibilidad del método analítico, con valores del mismo orden 
que los obtenidos en la evaluación de la reproducibilidad del método 
cromatográfico mediante inyección de patrones (ver tabla V-4). 
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B(a)A 8,10 7,83 8,28 8,84 8,76 8,39 8,36 4,62 
B(e)P 8,69 8,55 8,67 8,51 8,38 8,43 8,54 1,46 
B(b)F 7,28 7,18 7,25 7,45 7,39 7,32 7,31 1,33 
B(k)F 4,86 4,74 4,81 4,88 4,87 4,74 4,81 1,33 
B(a)P 6,05 5,94 6,01 6,09 6,14 5,99 6,03 1,19 
 
8. Estudio de la eficacia del método de extracción 
 
 Si atendemos a las cantidades adicionadas de cada PAH en el momento 
de la preparación de la muestra con la que se ha desarrollado este trabajo, y 
las concentraciones obtenidas con el método optimizado, indicadas en la tabla 
V-10, el cálculo de las recuperaciones del método es sumamente sencillo y 
conduciría a los valores indicados en la Tabla V-11. 
 
Tabla V-11: Recuperaciones determinadas a partir de las concentraciones de 









B(a)A 8,88 8,36 94,1 4,35 
B(e)P 8,96 8,54 95,3 1,39 
B(b)F 7,76 7,31 94,2 1,26 
B(k)F 5,18 4,81 92,9 1,24 
B(a)P 6,93 6,03 87,0 1,04 
 
 Sin embargo, no debiéramos considerar este cálculo como una forma 
fiable de determinar las recuperaciones del método. Se ha comentado ya a lo 
largo de esta memoria la tendencia de los PAHs a adsorberse sobre las 
paredes de los recipientes de vidrio, y la preparación de la muestra se ha hecho 
precisamente en un recipiente de vidrio mezclando la madera con una 
disolución metanólica de PAHs, dejando evaporar el disolvente durante varios 
días. Existe la posibilidad de tener pérdidas también por volatilización, aunque 
los 5 compuestos estudiados son algunos de los de mayor peso molecular y por 
tanto menos volátiles. Sin embargo, también es cierto que estos compuestos 
son los que tienen una polaridad más baja y presentan mayor tendencia a la 
adsorción. 




 Por este motivo, para la validación del método es preferible la 
evaluación de su eficacia mediante rectas de adición, cuyos resultados 
contrastaremos con los presentados anteriormente. Para ello, se han tomado 3 
alícuotas de muestra y, directamente en el vaso de teflón en el que se realiza la 
extracción, se ha adicionado a cada una cantidades diferentes de una 
disolución patrón que contiene los 5 PAHs. Estas cantidades adicionadas han 
sido las equivalentes al 50, 100 y 150 % respectivamente, sobre la 
concentración encontrada previamente en la muestra. 
 
 Después de la adición, las muestras se han mantenido a temperatura 
ambiente durante un día, permitiendo la evaporación del disolvente y la 
combinación de los PAHs con la matriz. Por último, las muestras han sido 
extraídas según las condiciones elegidas tras el diseño y analizadas. 
 
 Para el cálculo del porcentaje de recuperación de cada compuesto, se 
ha representado gráficamente las concentraciones encontradas en cada 
muestra frente a las concentraciones adicionadas (considerando también el 
dato correspondiente a una muestra sin adición). Los porcentajes de 
recuperación se calculan multiplicando por 100 la pendiente de las rectas de 
adición. En la Tabla V-12 se muestran las ecuaciones de las rectas, los 
porcentajes de recuperación y el error (calculado como el error porcentual de la 
pendiente). 
 
Tabla V-12: Rectas de adición y porcentajes de recuperación de los 5 PAHs 
estudiados en el proceso de extracción por microondas. 
Compuesto Recta adición R2 Recup. (%) Error (%) 
B(a)A y = 1,058 x + 7,207 0,998 105,8 2,5 
B(e)P y = 0,905 x + 7,433 0,998 90,5 2,5 
B(b)F y = 1,026 x + 6,314 0,999 102,6 0,8 
B(k)F y = 1,086 x + 4,100 0,999 108,6 2,3 
B(a)P y = 1,002 x + 5,193 0,999 100,2 1,4 
 
 Como se puede ver, el método desarrollado proporciona buenos 
porcentajes de recuperación. Los resultados no difieren en exceso de los 
calculados a partir de las cantidades adicionadas en la preparación de la 
muestra, y, como es lógico, son ligeramente superiores, confirmando la más 
V. Extracción de PAHs en muestras de madera mediante energía de microondas  
 
155
que posible pérdida, principalmente por adsorción, de una pequeña parte de los 




 Los resultados obtenidos en este estudio han demostrado la validez de 
la técnica de microondas como alternativa para la extracción de PAHs en 
muestras de madera. El método resulta tremendamente sencillo, constando 
únicamente de una etapa de extracción, dilución del extracto y adición de 
patrón interno, filtración, e inyección en HPLC. Es rápido, y consume 
cantidades muy bajas de disolvente, superando así los inconvenientes de las 
tradicionales extracciones por Soxhlet.  
 
 El uso de acetonitrilo como disolvente de extracción simplifica 
muchísimo el método, evitando etapas de cambio de disolvente que ralentizan 
el procedimiento y posibilitan en alguna medida las pérdidas por volatilización 
de analitos. 
 
 El blanco de muestra y la perfecta coincidencia entre los espectros de 
los picos cromatográficos y los correspondientes a los patrones puros, 
demuestran la ausencia de interferencias en el extracto, sin necesidad de 
introducir una etapa de limpieza. 
 
 El diseño de experimentos realizado ha puesto de manifiesto que ni la 
cantidad de muestra, ni el tiempo, ni la temperatura de extracción son factores 
significativos para la eficacia del método, dentro de los límites estudiados. 
 
 Además de su sencillez, el método consigue recuperaciones cercanas al 
100 % y una muy buena reproducibilidad, con variabilidades comprendidas 












































VI. EXTRACCIÓN DE PAHs EN LODOS DE AGUAS 





1.1. Los lodos de aguas residuales: Características e interés de la muestra 
 
 Los lodos de aguas residuales son el residuo último que queda en las 
plantas depuradoras tras el o los tratamientos a los que son sometidas las 
aguas. Las aguas residuales reciben una elevada cantidad de contaminantes 
de naturaleza muy variada, dependiendo del origen del residuo, desde 
excrementos humanos hasta derivados del petróleo procedentes de vertidos 
industriales, pasando por los contaminantes depositados por vehículos o 
sistemas de calefacción que son finalmente arrastrados por las aguas 
superficiales. La actividad económica de la zona es un factor clave en el tipo y 
cantidad de contaminantes encontrados en las aguas residuales. El producto 
final procesado en las estaciones depuradoras es un residuo sólido que 
contiene una mezcla de contaminantes orgánicos, inorgánicos y 
microbiológicos1. 
 
 Los PAHs son contaminantes medioambientales con una gran presencia 
en los lodos de aguas residuales. Especialmente las áreas urbanas son 
importantes focos de PAHs, debido a las emisiones de los coches, la 
combustión doméstica e industrial de carburantes o los vertidos industriales. El 
                                                 
1 S. Pérez, M. Guillamón, D. Barceló, J. Chromatogr. A, 938 (2001) 57-65. 
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agua de lluvia arrastra los PAHs emitidos en estas zonas hacia la red de 
alcantarillado, y estos compuestos son transportados en grandes cantidades 
por las aguas residuales.  
 
 Sus propiedades hidrofóbicas, tal como se ha comentado repetidamente 
a lo largo de esta memoria, provocan la rápida adsorción de los PAHs en los 
lodos, donde se concentran alcanzando concentraciones mucho más elevadas 
que en las propias aguas, con valores individuales de hasta 25 µg/g 2. 
Obviamente este hecho tiene un efecto muy ventajoso en el tratamiento de 
aguas residuales: se estima que más de un 90 % de los PAHs presentes en el 
agua residual son separados de este modo en las  plantas depuradoras3.  
 
 Existen diferentes motivos que justifican la determinación de PAHs en 
este tipo de muestras. Los lodos de agua residual son el receptor final de todos 
los contaminantes presentes en una determinada área geográfica. Por tanto, su 
análisis aporta una gran información sobre el tipo y volumen de contaminación 
en una zona concreta.  
 
 Algunos autores incluso han establecido una correspondencia directa 
entre la presencia individual de determinados PAHs, o la relación entre 
concentraciones de diferentes compuestos, con el origen de la contaminación. 
El estudio más representativo en este sentido parece ser el propuesto por  
Budzinski4 y colaboradores. Según este estudio, un valor del coeficiente 
[Fenantreno] / [Antraceno] mayor que 10 indica que el origen de la 
contaminación se encuentra en procesos en los que está presente el petróleo 
crudo, mientras que si este coeficiente es inferior a 10, indicaría la 
predominancia de procesos pirolíticos. Valores del coeficiente [Fluoranteno] / 
[Pireno] superiores a 1, se relacionarían particularmente con la combustión de 
carbón. 
 
 Sin embargo, quizá el verdadero interés suscitado en la última década 
por el análisis de contaminantes en los lodos de aguas residuales radica en el 
desarrollo de una práctica sumamente peligrosa para la salud pública. La 
                                                 
2 V. Flotron, J. Houessou, A. Bosio, C. Delteil, A. Bermond, V. Camel, J. 
Chromatogr. A, 999 (2003) 175-184. 
3 D. Bodzek, B. Janoszka, C. Dobosz, L. Warzecha, M. Bodzek, J. Chromatogr. A, 
774 (1997) 177-192. 
4 H. Budzinski, I. Jones, J. Bellocq, C. Piérard, P. Garrigues, Mar. Chem., 58 (1997) 
85-97. 
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aplicación de los lodos de aguas residuales como fertilizantes para tierras 
destinadas a la agricultura desde finales de los 80, representó una forma 
realmente económica de deshacerse de parte de las grandes cantidades de 
lodos generadas. Basta como dato significativo, decir que en España se 
producen anualmente del orden de doscientos ochenta millones de toneladas 
de lodos (peso seco), de las cuales el 10 % se destinan al abono de campos de 
cultivo5. Se han publicado datos a principios de los 90 que hacen referencia a 
porcentajes del 30-40 % del total de lodos generados, destinados como 
fertilizantes en países de la Comunidad Europea6. 
 
 La fertilización de tierras con lodos residuales resulta ventajosa, no sólo 
desde el punto de vista económico. Los lodos aportan a los suelos agrícolas 
una gran cantidad de materia orgánica y nutrientes (compuestos nitrogenados y 
fosforados), además de tener un efecto positivo en sus propiedades físicas7. 
Sin embargo, pueden introducir también en el medioambiente sustancias 
tóxicas, entre ellas metales pesados (cromo, cadmio, plomo, cobre, níquel, 
mercurio, cinc) y contaminantes orgánicos tales como los PCBs y los propios 
PAHs8, 9. Los contaminantes inorgánicos han sido desde el principio de esta 
práctica objeto de controles regulares. Sin embargo a los orgánicos se les ha 
prestado muy poca atención hasta finales de la última década. 
 
 Los PAHs son compuestos muy persistentes en el medioambiente. 
Tienen una baja biodegradabilidad, son compuestos marcadamente lipofílicos, 
y muchos de ellos altamente tóxicos10. A pesar de esta teórica baja 
biodegradabilidad, algunos autores han encontrado diferencias importantes 
entre las concentraciones de PAHs halladas en suelos fertilizados con lodos 
residuales y las concentraciones esperadas según el tipo y cantidad de lodo 
empleado. Estas diferencias se explican por fenómenos de fotodegradación, 
evaporación o lixiviación11. 
                                                 
5 S. Pérez, M. Guillamón, D. Barceló, J. Chromatogr. A, 938 (2001) 57-65. 
6 S.R. Wild, K.S. Waterhouse, S.P. McGrath, K.C. Jones, Environ. Sci. Technol., 24 
(1990) 1706-1711. 
7 E. Jardé, L. Mansuy, P. Faure, Water Res., 39 (2005) 1215-1232. 
8 D. Bodzek, B. Janoszka, C. Dobosz, L. Warzecha, M. Bodzek, J. Chromatogr. A, 
774 (1997) 177-192. 
9 M. Blanchard, M.J. Teil, D. Ollivon, L. Legenti, M. Chevreuil, Environ. Res., 95 
(2004) 184-197. 
10 P. Villar, M. Callejón, E. Alonso, J.C. Jiménez, A. Guiraúm, Anal. Chim. Acta, 524 
(2004) 295-304. 
11 P. Oleszczuk, S. Baran, J. Environ. Sci. Health A, 39 (2004) 2799-2815. 




 En todo caso, el incremento significativo de concentración de PAHs en 
plantas cultivadas en suelos fertilizados con lodos de aguas residuales está 
totalmente demostrado, llegando a concentraciones del orden de los 300 µg/kg. 
Según un estudio realizado por Oleszczuk y colaboradores12, el incremento en 
la concentración de PAHs encontradas en estas plantas es directamente 
dependiente de la cantidad de lodo utilizada para la fertilización de la tierra de 
cultivo. Además, se muestra especialmente significativo para los PAHs de alto 
peso molecular, frente a los de bajo peso molecular, a menudo presentes de 
forma natural en las plantas. 
 
 Por todo lo comentado, se entiende el peligro que conlleva para la salud 
pública la fertilización de terrenos agrícolas con lodos de aguas residuales, con 
la consiguiente entrada en la cadena alimenticia de los contaminantes 
asociados, y particularmente de los PAHs. 
 
 A pesar de los peligros expuestos, se ha prestado en la última década 
muy poca atención a los análisis rutinarios de compuestos orgánicos en este 
tipo de muestra, en contraste con los compuestos inorgánicos 
(fundamentalmente metales pesados). La explicación es muy sencilla, y común 
en estos casos: La ausencia de límites legales. En Francia, la normativa incluía 
en la década de los 90 únicamente contaminantes inorgánicos, en Alemania, se 
limitaban las concentraciones de furanos, dioxinas, compuestos orgánicos 
halogenados y PCBs, y en Suíza tan solo los compuestos orgánicos 
halogenados13. 
 
 En el año 2000, la Comunidad Europea edita el borrador para una nueva 
directiva regulando los límites, en lodos de aguas residuales, de determinados 
compuestos orgánicos14: nonilfenol, etoxilatos, nonilfenoletoxilatos, compuestos 
orgánicos halogenados, sulfonatos alquilbencénicos, PCBs, dibenzodioxinas 
policloradas, dibenzofuranos y PAHs. La lista incluye además los valores límite 
para ciertos metales pesados: cadmio, cromo, cobre, mercurio, níquel, plomo y 
cinc. La normativa especifica que los lodos de aguas residuales deben ser 
usados con fines agrícolas siempre que produzcan una mejora en los cultivos, 
                                                 
12 P. Oleszczuk, S. Baran, J. Environ. Sci. Health A, 40 (2005) 2085-2103. 
13 C. Miège, J. Dugay, M.C. Hennion, J. Chromatog. A, 823 (1998) 219-230. 
14 Council of the European Community, Working Document on Sludge, 3rd Draft, 
Bruselas, 27 de Abril 2000. 
 
VI. Extracción de PAHs en lodos de aguas residuales mediante energía microondas  
 
163
pero teniendo en cuenta los posibles riesgos que ello pueda conllevar para la 
salud humana y de los animales, así como para la calidad de las aguas 
subterráneas, del suelo y de la biodiversidad de los microorganismos 
existentes. El límite especificado de concentración de PAHs en el lodo para 
permitir su uso como fertilizante es de 6 mg/kg (peso seco), entendidos como 
suma de acenafteno, fenantreno, fluoreno, fluoranteno, pireno, 
benzo(b+j+k)fluoranteno, benzo(a)pireno, benzo(g,h,i)perileno, e indeno(1,2,3-
cd)pireno. 
 
1.2. Metodología de análisis de PAHs en lodos de aguas residuales 
 
 Los lodos de aguas residuales pueden considerarse, por su 
complejidad, como una de las peores matrices con las que se puede encontrar 
un químico analítico. Se trata de muestras que a menudo contienen una 
enorme variedad de compuestos que pueden interferir en la identificación y 
cuantificación de los analitos de interés, lo cual suele complicar 
sustancialmente los procesos de extracción y limpieza de los extractos. 
 
 Al problema derivado de su complejidad, se añade la diversidad de esta 
muestra. No existen dos lodos iguales, y la gama de contaminantes presentes 
en un determinado lodo puede ser completamente diferente a la encontrada en 
otro de distinta procedencia. Es fácil entender la clara diferencia entre un lodo 
de aguas residuales procedentes de un área rural y un lodo procesado en una 
zona urbana e industrializada. Incluso encontraríamos una amplia diversidad 
entre zonas industrializadas, dependiendo del tipo de actividad industrial.  
 
 Como se ha visto en la introducción de esta memoria, la siderurgia, 
centrales térmicas o plantas incineradoras son actividades que destacan en la 
emisión de PAHs. Pero seguramente no serán los niveles de PAHs presentes 
los que más condicionen la complejidad de nuestro método analítico, sino los 
compuestos interferentes, que también variarán dependiendo de las actividades 
económicas de la zona. Esto podría incluso provocar que el método analítico 
desarrollado para un determinado lodo no sea válido para el análisis de otro de 
distinta procedencia. 
 
 Seguramente las mayores dificultades en la extracción de lodos de 
aguas residuales no se deben a la presencia de contaminantes puntuales de 
otras familias, como los PCBs, dioxinas, fármacos, etc., que se encuentran a 
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niveles traza y cuya separación no debe resultar demasiado complicada. Sin 
embargo, con frecuencia los lodos son especialmente ricos en azufre  o 
compuestos lipídicos15, compuestos que comprometen especialmente los 
procesos de extracción y limpieza. 
 
 Los sulfuros se suelen formar en el propio proceso de depuración de 
aguas, alcanzando porcentajes en los lodos alrededor del 1 %16 (peso seco). 
Los compuestos lipídicos suelen alcanzar concentraciones mucho más 
variables, y claramente correlacionadas con el origen de las aguas residuales. 
Lógicamente, la cantidad de grasa vertida es muy diferente en industrias de 
alimentación, petrolíferas o en pequeñas poblaciones no industrializadas. 
Existen pocos estudios exhaustivos acerca de la fracción lipídica de los lodos, 
pero según el realizado por Jardé y colaboradores en el 200517, se observan 
porcentajes desde un 2 hasta un 50 % de lípidos en diferentes lodos 
procedentes de áreas urbanas, semiurbanas, rurales e industriales. 
 
 Los contenidos grasos tan variables en lodos de diferente origen, es un 
claro ejemplo de la alta diversidad en este tipo de muestra. Se entiende así la 
dificultad para el desarrollo de un método analítico que sea válido realmente 
para cualquier tipo de lodo. Este problema se agrava en compuestos de las 
características de los PAHs. Su marcado carácter lipofílico provoca que los 
PAHs vayan ligados precisamente a la fracción más variable entre lodos de 
distinta naturaleza, y posiblemente a la más difícil de separar. Este hecho hace 
en ocasiones verdaderamente difícil encontrar un método capaz de conseguir 
un extracto libre de grasas y al mismo tiempo con recuperaciones adecuadas 
para nuestros analitos. 
 
 En lo referente a la técnica instrumental no debe haber muchas dudas. 
Al igual que para el resto de las matrices, la cromatografía líquida de alta 
resolución con detectores de fluorescencia y de absorción UV / Vis, y la 
cromatografía de gases con detector de espectrometría de masas, son las 
técnicas elegidas. 
 
                                                 
15 M.I.H. Héale, A. Al-Omair, A. Nisar, B. Gevao, J. Chromatogr. A, 1083 (2005) 153-
160. 
16 A. Nakamura, T. Iwasaki, T. Noto, H. Hashimoto, N. Sugiyama, M. Hattori, NKK 
Technical Review, 86 (2002) 30-35. 
17 E. Jardé, L. Mansuy, P. Faure, Water Res., 39 (2005) 1215-1232. 
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 En cuanto a las técnicas de extracción, se han desarrollado métodos 
para todo tipo de técnicas de extracción sólido-líquido utilizadas comúnmente, 
cada una con sus ventajas y sus inconvenientes. Los disolventes más utilizados 
en todas ellas, son el diclorometano, ciclohexano, tolueno, benceno, acetona o 
hexano. 
 
 Como es habitual siempre que se trabaja con una muestra sólida, la 
extracción con Soxhlet es la técnica de referencia18. Se trata de una técnica 
utilizada en química analítica desde hace más de 100 años19, y todavía en uso 
en la actualidad, con un fundamento muy simple y una eficacia 
exhaustivamente probada. Sin embargo, tal y como se ha comentado en el 
capítulo anterior, su gran lentitud y las altas cantidades de disolventes que 
utiliza juegan claramente en su contra. Por otro lado, dado que la extracción se 
realiza a presión atmosférica y no es posible trabajar a temperaturas superiores 
al punto de ebullición del disolvente utilizado, a veces no se logran las 
recuperaciones que serían alcanzables con otras técnicas.  
 
 Se han publicado extracciones de PAHs en lodos de aguas residuales 
con Soxhlet utilizando disolventes como tolueno20, diclorometano21, mezclas 
hexano – acetona22, o hexano – diclorometano23. Las recuperaciones obtenidas 
suelen ser del orden del 80 – 90 %, exceptuando los compuestos de menor 
peso molecular, para los cuales es habitual que las recuperaciones caigan a 
niveles del 50 % debido a pérdidas por volatilidad cuando el método incluye 
etapas de concentración por evaporación de disolvente. 
 
 Quizá la extracción por ultrasonidos sea una de las técnicas más 
recurridas para la extracción de PAHs en una matriz como la que nos ocupa. 
Se trata de un método extraordinariamente simple, para el cual no hace falta 
una instrumentación cara de la que cualquier laboratorio analítico no suela 
disponer. Suele mejorar sustancialmente los problemas de tiempos de 
extracción y consumo de disolventes comentados para las extracciones en 
                                                 
18 Draft International Standard ISO/DIS 13877, 1995. 
19 Z. Khan, J. Troquet, C. Vachelard, Int. J. Environ. Sci. Tech., 2 (2005) 275-286. 
20 C. Miège, J. Dugay, M.C. Hennion, J. Chromatogr. A, 995 (2003) 87-97. 
21 S. R. Wild, K.S. Waterhouse, S.P. Mcgrath, K.C. Jones, Environ. Sci. Technol., 24 
(1990) 1706-1711. 
22 V. Flotron, J. Houessou, A. Bosio, C. Delteil, Al Bermond, V. Camel, J. 
Chromatogr. A, 999 (2003) 175-184. 
23 M.I.H. Helaleh, A. Al-Omair, A. Nisar, B. Gevao, J. Chromatogr. A, 1083 (2005) 
153-160. 
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Soxhlet, aunque se han encontrado en la bibliografía procedimientos muy 
variables en este sentido, con volúmenes del orden de los 20 hasta los 90 mL 
para 1 – 2 g de muestra y extracciones desde 15  minutos hasta 4 horas (si 
bien lo más común se acerca más a esos 15 minutos).  Los disolventes 
utilizados no suelen ser diferentes a los utilizados con otras técnicas. Algunos 
ejemplos son las mezclas diclorometano – metanol24, hexano – acetona25, 
diclorometano – hexano26, tolueno27 y diclorometano28. Las recuperaciones 
suelen ser ligeramente inferiores a las conseguidas en las extracciones con 
Soxhlet27. 
 
 Con el fin de superar las limitaciones existentes con las técnicas 
clásicas (Soxhlet y ultrasonidos) se han desarrollado nuevas técnicas para el 
análisis de PAHs en lodos de aguas residuales. Estas técnicas no son 
diferentes a las utilizadas para el resto de matrices sólidas. Al igual que para la 
extracción de PAHs en maderas, la técnica de fluidos supercríticos (SFE) ha 
sido aplicada en este caso con buenos resultados, utilizando CO2 puro, o 
modificado con disolventes orgánicos como el tolueno, diclorometano o 
acetonitrilo, que suelen favorecer la desorción de los compuestos de mayor 
peso molecular27,29. 
 
 También los equipos de extracción acelerada con disolventes han 
sido utilizados para el análisis de PAHs en lodos de aguas residuales, utilizando 
mezclas de diclorometano – hexano30, diclorometano – metanol31, acetona – 
hexano, diclorometano – acetona, o tolueno32, consiguiendo resultados iguales 
o mejores que la técnica de Soxhlet. 
 
 La extracción asistida por microondas (MAE), una de las técnicas de 
extracción más potentes para matrices sólidas, y con más proyección en los 
                                                 
24 S. Pérez, M. Guillamón, D. Barceló, J. Chromatogr. A, 938 (2001) 57-65. 
25 V. Flotron, J. Houessou, A. Bosio, C. Delteil, Al Bermond, V. Camel, J. 
Chromatogr. A, 999 (2003) 175-184. 
26 L. Lazzari, L. Sperni, M. Salizzato, B. Pavoni, Chemosphere, 38 (1999) 1925-1935. 
27 C. Miège, J. Dugay, M.C. Hennion, J. Chromatogr. A, 995 (2003) 87-97. 
28 P. Oleszczuk, S. Baran, J. Environ. Sci. Health A, 40 (2005) 2085-2103. 
29 C. Miège, J. Dugay, M.C. Hennion, J. Chromatogr. A, 823 (1998) 219-230. 
30 M.I.H. Helaleh, A. Al-Omair, A. Nisar, B. Gevao, J. Chromatogr. A, 1083 (2005) 
153-160. 
31 E. Jardé, L. Mansuy, P. Faure, Water Res., 39 (2005) 1215-1232. 
32 P. Popp, P. Keil, M. Möder, A. Paschke, U. Thuss, J. Chromatogr. A, 774 (1997) 
203-211. 
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últimos años, ha sido también utilizada para el análisis de PAHs en lodos de 
aguas residuales, aunque paradójicamente el número de referencias existentes 
en la bibliografía es menor que con las técnicas anteriormente citadas.  
 
 En el capítulo anterior ya se ha hecho un breve repaso a esta técnica, 
cuya principal característica consiste en la posibilidad de sobrepasar la 
temperatura de ebullición del disolvente, al realizar la extracción en recipientes 
cerrados. Las temperaturas alcanzadas, unidas a las elevadas presiones que 
provocan una mayor penetración del disolvente en la matriz, son las claves del 
poder de extracción de esta técnica. Sin embargo, posiblemente éste sea 
también el motivo por el que la frecuencia de utilización de las microondas para 
la extracción de PAHs en lodos de aguas residuales esté por debajo de lo 
esperado. Un excesivo poder de extracción de nuestros analitos favorece 
también la extracción de interferencias, que como ya se ha dicho, en el caso de 
este tipo de muestra son especialmente abundantes. En efecto, los 
cromatogramas de los extractos obtenidos por microondas son claramente más 
sucios que los obtenidos por Soxhlet y por fluidos supercríticos33, y la principal 
dificultad está en dar con el método de limpieza adecuado. 
 
 Resulta paradójico, después de todo lo dicho acerca de la complejidad 
de este tipo de matriz, que algunos autores estimen oportuno suprimir la etapa 
de limpieza, fundamentando esta decisión en la disminución de recuperaciones, 
y más aún cuando el método utilizado es la extracción por microondas33. Este 
hecho, sin embargo, no deja de confirmar algo ya comentado anteriormente, 
referente al elevado grado de heterogeneidad de estas muestras. En nuestra 
experiencia, y con la muestra con la que se ha desarrollado este trabajo, resulta 
imposible pensar en una extracción por microondas sin etapa de limpieza. La 
selectividad del detector de fluorescencia acoplado al HPLC, clave en otros 
trabajos para evitar estos procesos de limpieza, no siempre es suficiente para 
conseguir un cromatograma libre de interferencias que impidan la cuantificación 
de los analitos. 
 
 Desde luego, evitar la etapa de limpieza del extracto supone ahorro de 
tiempo, de material y reactivos, e incluso seguramente mejoras en la 
recuperación de los analitos. Una menor manipulación del extracto evita 
pérdidas ya sea por retención de los mismos en cartuchos de SPE, o incluso en 
                                                 
33 P. Villar, M. Callejón, E. Alonso, J.C. Jiménez, A. Guiraúm, Anal. Chim. Acta, 524 
(2004) 295-304. 
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las etapas de concentración por evaporación del disolvente. Como ejemplo 
significativo, cabe decir que una disolución en tolueno de 60 mL evaporada a 
sequedad provoca pérdidas cercanas al 70 % de naftaleno y acenafteno, del 60 
% para el fluoreno, y del 50 % para fenantreno y antraceno34. Sin embargo, en 
ocasiones esta etapa de limpieza se hace totalmente inevitable, y en todo caso, 
el uso de disolventes más volátiles o concentrar los extractos sin llevar a 
sequedad mejoran los resultados. 
 
 La bibliografía hace referencia a dos tipos de interferencias 
fundamentales en los lodos de aguas residuales. El azufre particularmente se 
extrae con facilidad mediante la técnica de microondas35. Lo habitual para evitar 
este tipo de interferencias es su eliminación previa o simultánea a la extracción. 
Para ello se recurre a la adición de pequeñas láminas de cobre, previamente 
activado en ácido nítrico o clorhídrico y lavado en acetona, que provoca la 
generación y desprendimiento de sulfhídrico36. Por otro lado están los ya 
comentados lípidos. En este caso, la mayoría de los autores recurren a la 
técnica de extracción en fase sólida. Los cartuchos de alúmina37, sílice36, 
florisil38, o C1839 son los más empleados para la limpieza de los extractos. 
 
 En el presente capítulo, se expondrá el desarrollo de un método de 
extracción de PAHs en lodos de aguas residuales mediante energía 
microondas. Partiendo de unas condiciones de extracción en microondas 
adoptadas del trabajo de análisis de PAHs en maderas, los esfuerzos se 
centran en optimizar la limpieza del extracto. En este capítulo se detallan las 
evoluciones que se han hecho para poder identificar y cuantificar los PAHs en 
un lodo que ha resultado realmente complejo en lo que se refiere a 
interferencias. Por encontrarse este trabajo en el marco de un ejercicio de 
intercomparación entre laboratorios, los compuestos analizados han sido el 
naftaleno, fluoreno, fenantreno, pireno, benzo(a)antraceno, 
benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno, benzo(e)pireno e 
indeno(1,2,3-cd)pireno. 
                                                 
34 C. Miège, J. Dugay, M.C. Hennion, J. Chromatogr. A, 995 (2003) 87-97. 
35 P. Villar, M. Callejón, E. Alonso, J.C. Jiménez, A. Guiraúm, Anal. Chim. Acta, 524 
(2004) 295-304. 
36 V. Flotron, J. Houessou, A. Bosio, C. Delteil, Al Bermond, V. Camel, J. 
Chromatogr. A, 999 (2003) 175-184. 
37 S. Pérez, M. Guillamón, D. Barceló, J. Chromatogr. A, 938 (2001) 57-65. 
38 S.R. Wild, K.S. Waterhouse, S.P. McGrath, K.C. Jones, Environ. Sci. Technol., 24 
(1990) 1706-1711. 
39 P. Oleszczuk, S. Baran, J. Environ. Sci. Health A, 40 (2005) 2085-2103. 




2. Material, instrumentación y reactivos 
 
2.1. Material e instrumentación 
 
¾ Equipo de cromatografía líquida de alta resolución. 
- Bomba cuaternaria 600 E (Waters). 
- Inyector automático WISP 700 (Waters). 
- Horno termostatizado Temperature Control Module (Waters). 
- Detector de red de fotodiodos 996 (Waters). 
- Detector de fluorescencia programable PU 4027 (Philips). 
- Interfase System Interface Module (SIM) (Waters). 
- Columna cromatográfica Vydac 201 TP52 (C18, 250 x 2,1 mm, 5 
µm diámetro de partícula) protegida por una precolumna Vydac 
201 TP. 
- Software de adquisición y procesado de datos Millenium 32 
(Waters). 
¾ Extractor de microondas MES-1000 (CEM). 
¾ Balanza BP 310S (Sartorius). 
¾ Balanza BP 211D (Sartorius). 
¾ Concentrador de nitrógeno TurboVapII (Zymark). 
¾ Concentrador de nitrógeno Mini-Vap (Supelco). 
¾ Centrífuga Unicen (Orto Alresa). 
¾ Micropipetas. 
¾ Matraces aforados. 
¾ Filtros Millex GV de 0,22 y 0.45 µm (Millipore). 
¾ Cartuchos de sílice Sep-Pack Vac 3 cc, 500 mg (Waters). 
¾ Cartuchos de Florisil, 900 mg (Waters). 
¾ Cartuchos –CN, 500 mg (Isolute). 
¾ Cartuchos OASIS, 60 mg. 
¾ Cartuchos de carbon, 250 mg (Supelco). 




¾ Acetonitrilo grado HPLC (Scharlau). 
¾ Metanol grado HPLC (Scharlau). 
¾ Cloroformo Suprasolv (Merck). 
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¾ Diclorometano grado pesticida (Merck). 
¾ n–Hexano grado pesticida (Merck). 
¾ Agua ultrapura obtenida en el laboratorio a través de un sistema 
Milli-Q (Millipore). 
¾ Naftaleno 99 % (Supelco). 
¾ Fluoreno 99 % (Supelco). 
¾ Fenantreno 99 % (Supelco). 
¾ Pireno 99 % (Supelco). 
¾ Benzo(a)antraceno 99% (Supelco). 
¾ Benzo(a)pireno 99% (Supelco). 
¾ Benzo(e)pireno 98,5% (Supelco). 
¾ Benzo(b)fluoranteno 99% (Supelco). 
¾ Benzo(k)fluoranteno 99% (Supelco). 
¾ Benzo(g,h,i)perileno 99% (Supelco). 
¾ Hidróxido potásico (Aldrich). 
¾ Sulfato sódico anhidro (Aldrich). 
 
 Las disoluciones patrón para el calibrado se prepararon a partir de los 
patrones sólidos, disolviéndolos en acetonitrilo. Tras la preparación de las 
disoluciones concentradas individuales, con concentraciones del orden de 500 
µg/mL, se prepararon por dilución con acetonitrilo las diferentes mezclas patrón 
utilizadas para el calibrado. 
 
3. Determinación del contenido graso de la muestra 
 
 Como ya se comentaba en la introducción, los compuestos de 
naturaleza lipídica constituyen una de las principales interferencias en los lodos 
de aguas residuales, siendo mayor su presencia dependiendo del tipo de lodo 
con el que se trabaja. 
 
 Como dato adicional al análisis de los PAHs, y para conocer un poco 
mejor las características de nuestra muestra, se ha determinado su contenido 
graso empleando el método de Blight & Dyer40. Para ello, se han pesado 0,5 g 
de muestra, se han introducido en un embudo de decantación, y se han 
añadido 10 mL de metanol y 5 mL de cloroformo. Tras agitar el embudo durante 
2 minutos, se han añadido otros 5 mL de cloroformo y de nuevo se ha agitado 
otros 2 minutos. Posteriormente se han añadido 9 mL de agua destilada, 
                                                 
40 P. Manirakiza, A. Covaci, P. Schepens, J. Food Comp. Anal., 14 (2001) 93-100. 
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procediendo a una nueva agitación. El embudo se ha dejado en un soporte 
unos minutos, permitiendo la separación de dos fases: una acuosa (superior) y 
otra orgánica en la que está disuelta la grasa (fase inferior). Tras separar la 
fase orgánica, se ha extraído de nuevo la fase acuosa con 10 mL de una 
mezcla metanol / cloroformo (1:9) juntando la fase orgánica con la obtenida 
anteriormente. El total de fase orgánica se concentra hasta 0,5 mL en la 
estación concentradora Turbo Vap a 25 ºC y una presión de 11-12 psi. Estos 
0,5 mL se transfirieron a un vial previamente pesado y se ha continuado la 
concentración hasta sequedad en el concentrador de nitrógeno Mini-vap, 
quedando como residuo la grasa que contenía la muestra. El porcentaje graso 
de la muestra de lodo ha resultado ser de un 3,79 %. 
 
4. Extracción de la muestra mediante microondas y análisis 
cromatográfico 
 
4.1. Ensayos preliminares 
 
 Cuando se afronta una nueva investigación, no es fácil acertar de forma 
inmediata con el método de análisis adecuado, y si esta afirmación es válida 
para cualquier tipo de muestra, lo es más cuando se trabaja con lodos de aguas 
residuales. En esta parte inicial de la investigación, se partirá de adaptaciones 
de métodos existentes en la bibliografía o métodos probados para otra clase de 
matrices, a partir de los cuales se desarrollan todas las variaciones, 
ampliaciones o simplificaciones que conducirán a nuestro nuevo método 
analítico. 
 
 Por su simplicidad y efectividad, las primeras pruebas de extracción de 
PAHs en lodos de aguas residuales mediante microondas fueron hechas en 
base al método desarrollado para muestras de madera, con la única variación 
en la cantidad de muestra tomada, en esta ocasión 1 gramo. La extracción con 
10 mL de acetonitrilo y la inyección del extracto, diluido 10 veces al igual que se 
ha hecho con las muestras de madera, indicó niveles de concentración 
inferiores a los niveles referidos en el capítulo anterior para esta muestra. La 
inyección directa del extracto sin diluir, sin embargo, produjo un cromatograma 
en el que se observan picos de PAHs de alturas cuantificables pero una 
elevadísima cantidad de interferencias. Esta primera prueba evidenció que 
estamos ante una matriz mucho más compleja que la madera y es necesario 
profundizar en la investigación para conseguir una extracción lo más selectiva 
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posible, y un método adecuado de limpieza. Es decir, se realizarán una serie de 
pruebas encaminadas a la elección de un disolvente de extracción y  un 
cartucho de SPE que permita obtener un extracto limpio y con recuperaciones 
cuantitativas de los PAHs. 
 
 En este punto, es lógico recurrir a la estrategia seguida en el método 
610 de la EPA de análisis de PAHs en aguas residuales41, una matriz muy 
diferente físicamente, pero seguramente con muchas analogías desde el punto 
de vista químico. El método EPA 610, al que ya se ha hecho referencia en el 
capítulo IV, lleva a cabo una extracción líquido – líquido con diclorometano y 
posterior limpieza del extracto en cartucho de sílice. Siguiendo la misma pauta, 
se ha probado la extracción del lodo en microondas utilizando diclorometano 
como disolvente de extracción, y limpiando el extracto también en cartucho de 
sílice. Sin embargo, el cromatograma obtenido tras la inyección del extracto 
nuevamente contiene numerosos picos interferentes, con un aspecto muy 
similar al anterior, destacando un significativo aumento en la señal de fondo 
entre los 20 y los 30 minutos, zona donde eluyen los compuestos menos 
polares. 
 
 Siguiendo las indicaciones de algunos autores que destacan la 
presencia de azufre en este tipo de muestras que interfiere en el análisis 42, 43, 
se ha probado la agitación del extracto en presencia de pequeñas láminas de 
cobre, previamente activadas con ácido nítrico. Sin embargo, no se aprecia 
ninguna mejora en el aspecto de los cromatogramas obtenidos. Parece 
evidente que las interferencias, y especialmente ese aumento en la señal de 
fondo en la zona donde eluyen los compuestos menos polares se debe a 
compuestos de naturaleza lipídica. Debemos señalar que la presencia de esta 
clase de compuestos no solo dificulta o incluso impide la cuantificación de los 
picos cromatográficos, sino que además compromete seriamente la vida de la 
columna. 
 
                                                 
41 US EPA, Method 610 – “Polynuclear aromatic hydrocarbons. Methods for organic 
chemical analysis of municipal and industrial wastewater” (2001). 
42 V. Flotron, J. Houessou, A. Bosio, C. Delteil, Al Bermond, V. Camel, J. 
Chromatogr. A, 999 (2003) 175-184. 
43 M.I.H. Héale, A. Al-Omair, A. Nisar, B. Gevao, J. Chromatogr. A, 1083 (2005) 153-
160. 
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 La utilización de cartuchos de florisil en lugar de los de sílice (también 
especialmente indicados según la bibliografía para la eliminación de grasas en 
los extractos) no cambia en absoluto los resultados. 
 
 Algunas pruebas utilizando acetona como disolvente de extracción son 
también negativas. El extracto tiene un aspecto visual que no da lugar a buenas 
expectativas, manifiestamente sucio, de color marrón, y en el que se produce 
un precipitado al cambiar de disolvente a acetonitrilo. Tanto las inyecciones del 
extracto de modo directo (tras el cambio de disolvente) como con limpieza en 
cartucho de sílice producen una vez más cromatogramas con excesivas 
interferencias.  
 
 En la Figura VI-1 se muestran, como evidencia de lo comentado hasta 
















Figura VI-1: Cromatogramas obtenidos tras el ensayo de algunos métodos de 
extracción y limpieza ineficaces. 
 
 El cromatograma A corresponde a la primera prueba, una extracción en 
acetonitrilo según las condiciones del método de extracción desarrollado para 
muestras de madera, expuestas en el capítulo anterior. 
 
 El cromatograma B es el obtenido tras la extracción en diclorometano y 
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 El cromatograma C es el del extracto obtenido mediante extracción con 
acetona y limpieza en cartucho de sílice. 
 
 En todas las pruebas realizadas las condiciones de extracción han sido 
las mismas: 10 mL de disolvente para 1 g de muestra, y extracción a 120 ºC 
durante 20 minutos. Como puede verse en la figura VI-1, causa cierta sorpresa 
la coincidencia casi exacta de los cromatogramas registrados siguiendo 
procedimientos de extracción y/o limpieza diferentes. Se han probado también, 
además de los cartuchos de sílice y florisil, cartuchos OASIS y cartuchos –CN 
(Isolute) con idénticos resultados. De los 0 a los 20 minutos se observan 
numerosos picos correspondientes a PAHs solapados con picos interferentes. 
A partir de los 20 minutos las interferencias son mayores, observándose un 
aumento acusado en la señal de fondo. 
 
 Un último intento con una nueva fase de SPE, los cartuchos de carbón, 
no soluciona el problema. Este relleno muestra una excesiva retención de los 
compuestos presentes en la muestra, y tras la elución con 3 mL de acetonitrilo 
+ 3 mL de acetonitrilo / diclorometano (1:1) + 3 mL de diclorometano tan solo se 
aprecian pequeños picos correspondientes a alguno de los compuestos más 
polares, como el fenantreno y el pireno. 
 
 Las pruebas de fraccionamiento de los extractos eluídos demuestran la 
imposibilidad de separar los analitos de los supuestos compuestos lipídicos. 
Ningún cartucho ha sido capaz de evitar la coelución de los lípidos con los 
PAHs que salen en el cromatograma en los mismos tiempos de retención. Para 
la elución de los analitos en los cartuchos de SPE, se han probado diferentes 
disolventes y mezclas de disolventes (generalmente el hexano y las mezclas 
hexano / diclorometano en diferentes proporciones, son las más utilizadas en la 
bibliografía). Han sido muy numerosas las combinaciones diferentes probadas, 
cambiando disolvente de elución, cartuchos de SPE y disolventes de 
extracción, así como volúmenes de disolvente para la elución de los PAHs, y en 
todos los casos las pruebas han sido infructuosas. 
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Tabla VI-1: Resumen de las pruebas de extracción y limpieza de extractos realizadas 
(HEX: hexano; DCM: diclorometano; AcN: acetonitrilo). 
Extracción Limpieza del extracto Análisis HPLC 
Disolvente Cartucho Eluyente Observaciones 
Acetonitrilo --- --- Cromatograma muy sucio 
Diclorometano Sílice 3 mL HEX:DCM(1:1) Cromatograma muy sucio 
Diclorometano Florisil 3 mL HEX:DCM (1:1) Cromatograma muy sucio 
Diclorometano OASIS 3 mL HEX:DCM (1:1) Cromatograma muy sucio 
Diclorometano -CN 3 mL HEX:DCM (1:1) Cromatograma muy sucio 
Acetona Sílice 2 mL acetona Extracto amarillento 
Cromatograma muy sucio 
Acetona Sílice 2 mL HEX 
(deshechamos) 
+ 3 mL HEX:DCM (1:1) 
Cromatograma muy sucio 
Acetonitrilo Carbón 3 mL AcN 
+ 3 mL AcN:DCM (1:1) 
+ 3 mL DCM 
Sólo eluyen compuestos 
polares en las tres 
fracciones 
Acetona:hexano 
          (1:1) 
Florisil 10 mL HEX 
+10 mL HEX:DCM (7:3)





10 mL HEX 
+ 5 mL HEX:DCM (9:1) 
+ 5 mL HEX:DCM (9:1) 
+ 5 mL HEX:DCM (9:1) 
Ligera disminución de 
interferencias. En la 4ª 
fracción no se detectan 
analitos. 
 
4.2. Extracción e hidrólisis lipídica 
 
  Los métodos más convencionales de limpieza de extractos para su 
posterior inyección en HPLC han sido  probados y descartados tras los ensayos 
explicados en la sección anterior. Como se ha visto, las pruebas de limpieza 
mediante SPE han sido numerosas y con malos resultados. No ha sido posible 
separar del extracto las grasas que interfieren en nuestro análisis, algo vital, 
como ya se ha dicho, no solo para conseguir unos buenos resultados analíticos, 
sino también para prolongar la vida de la columna cromatográfica. 
 
 En este punto, se plantea la posibilidad de adoptar otra estrategia 
diferente: si no ha sido posible separar los lípidos de nuestro extracto, se tratará 
de destruirlos. 
 
 La bibliografía recoge la utilización de disoluciones de hidróxido potásico 
para saponificar los lípidos presentes en extractos obtenidos en matrices 
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biológicas44, en una etapa previa a la inyección cromatográfica. En nuestro 
caso, es posible llevar a cabo la saponificación lipídica de forma simultánea a la 
extracción, independientemente de la posterior etapa de limpieza en cartuchos 
de SPE.  
 
 La utilización de una disolución metanólica de hidróxido potásico 
saturado permite llevar a cabo la hidrólisis de los lípidos en el microondas de 
forma simultánea a la extracción con hexano. Introduciremos en el vaso de 
extracción del microondas nuestra muestra de lodo, una cierta cantidad de 
disolución metanólica de hidróxido potásico, y el disolvente de extracción 
(hexano).  
 
 El metanol y el hexano son dos disolventes inmiscibles. Los procesos 
que ocurren en el interior de la bomba de extracción son dos: la hidrólisis de los 
lípidos por reacción con el KOH a temperaturas elevadas, y la extracción de los 
PAHs. Al tener dos fases diferentes, intervienen los coeficientes de reparto de 
los PAHs entre los dos disolventes. El hexano es un disolvente con una 
polaridad mucho menor que el metanol, y por tanto los PAHs tendrán mayor 
afinidad por él. A esto, debemos añadirle el aumento de fuerza iónica en la fase 
metanólica debida a la presencia de KOH, lo cual facilita el paso de los PAHs a 
la fase de hexano. Además, el pH alcalino provoca la ionización de compuestos 
ácidos, como los fenoles, e impide por tanto su disolución en un disolvente 
apolar como el hexano. Por tanto, finalizada la extracción, debemos esperar la 
presencia de los analitos en la fase de hexano, quedando una segunda fase 
metanólica con los productos de la hidrólisis de los lípidos (jabón), además de 
un residuo sólido. 
 
 En la Figura VI-2 se esquematiza el procedimiento de extracción de los 









                                                 
44 C. Maraschiello, J.A. García Regueiro, J. Chromatogr. A, 818 (1998) 109-121. 





























Figura VI-2: Esquema del método de extracción de PAHs en 
muestras de lodo mediante energía microondas. 
 
4.2.1. Etapa de extracción 
 
 Se ha tomado 1 g de muestra de lodo, al que se le han añadido, dentro 
del vaso del microondas, 10 mL de hexano y 3 mL de una disolución saturada 
de hidróxido potásico en metanol. Esta disolución cumple la función de 
hidrolizar los lípidos, pero además permite el calentamiento por microondas del 
contenido de la bomba (el hexano es un disolvente apolar y por tanto 
transparente a la radiación). De este modo, ha sido suficiente con fijar la 
potencia del extractor en un 50 %. 
 
1 g de lodo
+ 
10 mL hexano 
+ 







Limpieza de 2 mL 
de extracto
Concentración 












µL en HPLC 
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 Siguiendo las condiciones utilizadas para las muestras de madera, se ha 
hecho la extracción a una temperatura de 120 ºC durante un tiempo de 20 
minutos. 
 
 Una vez completada la extracción, se ha dejado enfriar la bomba de 
extracción hasta temperatura ambiente, y se ha pasado el contenido a un tubo 
de centrífuga. Tras centrifugar durante 5 minutos a 3000 rpm, las fases quedan 













Figura VI-3: Productos de la extracción y saponificación tras centrifugado. 
 
 Como se comentaba anteriormente, los PAHs han pasado a la fase de 
hexano. Se ha separado cuidadosamente con una pipeta Pasteur esta fase (no 
es necesario coger la totalidad del extracto, puesto que tan solo se van a utilizar 
2 mL), y tras añadirle sulfato sódico anhidro para eliminar posibles restos de 
agua, se ha filtrado a través de un filtro durapore de 0,45 µm. A continuación, 
se ha procedido a la limpieza del extracto, etapa que se describe en la siguiente 
sección. 
 
4.2.2. Etapa de limpieza del extracto 
 
 La etapa de saponificación descrita anteriormente hidroliza las grasas 
presentes en la muestra de lodo, eliminando así una importante cantidad de 
interferencias de nuestro extracto. Sin embargo, ello no exime de realizar una 
etapa adicional de limpieza que separe restos de compuestos no hidrolizados, o 
incluso productos de saponificación, que todavía muestran una importante 
presencia en los cromatogramas. 
Extracto en hexano 
Disolución metanólica y 
productos de saponificación 
Residuo sólido




 Tanto es así, que el método de limpieza con mejores resultados ha 
utilizado dos cartuchos de SPE conectados en serie: un primer cartucho de 
sílice (500 mg) y un segundo cartucho de florisil (900 mg). En la Figura VI-4 se 













Figura VI-4: Esquema de la etapa de limpieza en cartuchos de SPE. 
 
 Se han tomado 2 mL del extracto de hexano separado en la etapa 
anterior y se han concentrado hasta 0,5 mL en el concentrador por corriente de 
nitrógeno. Una vez acondicionados los cartuchos con 4 mL de hexano, se  ha 
cargado el extracto concentrado y sin dejar secar, se eluyeron los analitos con 
10 mL de hexano y otros 10 mL de una mezcla de hexano / diclorometano (9:1), 
aplicando una ligera presión en cabeza de columna, dejando que el disolvente 
eluyera gota a gota, y recogiendo el extracto en un tubo del concentrador de 
nitrógeno. 
 
 El extracto se ha vuelto a concentrar hasta 0,5 mL y se ha procedido al 
cambio de disolvente, añadiendo 1 mL de acetonitrilo para volver a concentrar. 
El acetonitrilo y el hexano no son miscibles. Sin embargo, la menor densidad 
del hexano hace que éste quede en la capa superior que recibe de forma 
directa la corriente de nitrógeno, y por tanto será el que primero se evapore, 
pasando los PAHs al acetonitrilo. Es de vital importancia este punto, puesto que 
evita tener que llevar el extracto a sequedad con las consiguientes pérdidas por 








- 4 mL hexano 
 
ELUCIÓN: 
- 10 mL hexano 
- 10 mL hexano / diclorometano (9:1) 
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 Una vez reducido el volumen a 0,5 mL, se transfiere a un matraz 
aforado de 1 mL y se enrasa con acetonitrilo. Finalmente, el extracto se pasa a 
través de un filtro Millex GV de 0,22 µm, y se inyectan 10 µL en el cromatógrafo 
de líquidos. 
 
4.3. Análisis de los extractos mediante HPLC 
 
 Una vez conseguido nuestro método de extracción y limpieza, la parte 
instrumental del análisis no varía excesivamente con respecto a las otras 
muestras estudiadas. El gradiente utilizado para el análisis de los extractos es 
el mismo que el utilizado en el capítulo anterior, en el que se ha trabajado con 
el mismo equipo de HPLC. El programa de elución se muestra en la Tabla VI-2. 
 
Tabla VI-2: Gradiente de elución utilizado para 
la separación de los PAHs. Flujo de fase móvil: 
0,4 mL/min. 
Tiempo (min) % H2O % AcN Curva 
0 50 50 --- 
2 50 50 lineal 
12 10 90 lineal 
20 0 100 lineal 
30 0 100 lineal 
 
 Nuevamente la desgasificación de las fases móviles fue llevada a cabo 
por corriente de helio con un flujo de 100 mL/min, y la columna cromatográfica 
se mantuvo a una temperatura constante de 35 ºC. El volumen de inyección ha 
sido de 10 µL. 
 
 Para la detección de los compuestos se han utilizado los dos detectores 
empleados para el análisis de las muestras de madera, el detector de 
fluorescencia con fines cuantitativos, y el detector de absorción UV / Vis para la 
confirmación de la identidad de los picos. 
 
 En la Tabla VI-3 se muestra el programa de longitudes de onda utilizado 
en el detector de fluorescencia. 
 




Tabla VI-3: Programa de longitudes de onda en el 
detector de fluorescencia. 
275-320 270-393 286-400 300-500 
              13             20            28,5    (min)
 
 En la Figura VI-5 se muestran los cromatogramas obtenidos en estas  


















Figura VI-5: Cromatogramas correspondientes a una disolución patrón (A) de 
concentración del orden de 100 ng/mL y una muestra de lodo. La numeración de los 
picos es la siguiente: (1) naftaleno, (2) fluoreno, (3) fenantreno, (4) pireno, (5) 
benzo(a)antraceno, (6) benzo(e)pireno, (7) benzo(b)fluoranteno, (8) 
benzo(k)fluoranteno, (9) benzo(a)pireno, (10) indeno(1,2,3-cd)pireno. 
 
 Obsérvese la diferencia en la limpieza del cromatograma obtenido tras 
llevar a cabo la saponificación de los lípidos en la etapa de extracción, y los 
obtenidos en extracciones sin saponificación presentados en la sección de 
“Ensayos preliminares” (ver figura VI-1). En toda la extensión del cromatograma 
se consigue una efectiva disminución de picos interferentes, siendo 
especialmente patente en la zona en la que eluyen los compuestos menos 
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aumento exagerado en la señal de fondo que se obtenía en las primeras 
pruebas, y los picos obtenidos presentan menos solapamientos y son 
fácilmente cuantificables. El efecto de la disolución de KOH es muy claro. 
 
 Dado que el trabajo se ha desarrollado con una muestra real, no ha sido 
posible realizar un blanco de muestra. 
 
 Para la cuantificación de los picos cromatográficos se ha utilizado un 
calibrado de cinco niveles, inyectando cada patrón por duplicado y empleando 
el método del patrón externo. En la Tabla VI-4, se muestran los parámetros de 
validación correspondientes al calibrado, junto con los límites de detección y 
cuantificación del método cromatográfico. 
 
Tabla VI-4: Parámetros estadísticos de validación del método cromatográfico. 









Naftaleno 2,25 7,50 27,4 – 492,7 0,999 
Fluoreno 1,30 4,33 26,1 – 520,5 0,999 
Fenantreno 1,03 3,43 26,4 – 527,4 0,999 
Pireno 0,62 2,07 29,0 – 578,4 0,999 
B(a)A 1,27 4,23 27,0 – 539,3 0,999 
B(e)P 7,48 24,93 26,8 – 535,1 0,999 
B(b)F 5,55 18,5 27,2 – 542,3 0,999 
B(k)F 1,11 3,70 25,3 – 505,3 0,999 
B(a)P 0,74 2,46 24,9 – 496,6 0,999 
I(1,2,3-cd)P 0,60 1,99 26,0 – 518,0 0,999 
 
 
5. Cuantificación de PAHs en la muestra de lodo 
 
 Una vez puesto a punto el método de extracción y limpieza para el 
análisis cromatográfico de PAHs en lodos de aguas residuales, se ha procedido 
a realizar 4 extracciones de la muestra. Cada uno de los extractos se ha 
inyectado por duplicado. En la Tabla VI-5 se muestran las concentraciones 
obtenidas para cada compuesto en cada réplica de inyección, así como la 
concentración media obtenida y su correspondiente coeficiente de variación 
porcentual. 




Tabla VI-5: Concentraciones (ng/g) de cada PAH obtenidas para las 4 extracciones 
realizadas (2 réplicas de inyección para cada extracción), con sus correspondientes 
medias y coeficientes de variación porcentuales. 
 Extracción 1 Extracción 2 Extracción 3 Extracción 4 Estadísticos 
 Rpl. 1 Rpl. 2 Rpl. 1 Rpl. 2 Rpl. 1 Rpl. 2 Rpl. 1 Rpl. 2 x  CV 
Naftaleno 322,9 317,7 270,2 277,2 390,6 397,9 300,9 297,3 321,8 14,9 
Fluoreno 89,0 90,3 101,0 100,2 89,27 91,3 92,2 94,7 93,5 5,0 
Fenantreno 1166,0 1138,8 1375,3 1379,9 1210,6 1234,0 1265,5 1249,9 1250,3 6,7 
Pireno 1268,9 1230,2 1293,6 1389,3 1408,3 1462,7 1473,7 1468,3 1374,4 7,0 
B(a)A 313,0 310,7 314,7 327,6 336,0 352,0 363,9 352,6 333,8 6,2 
B(e)P 329,3 309,9 329,6 352,1 393,2 408,1 434,7 433,0 373,7 13,2 
B(b)F 456,7 449,3 452,3 472,1 515,5 522,3 545,3 553,0 495,8 8,6 
B(k)F 187,8 188,1 189,4 195,5 216,7 219,5 230,4 234,4 207,7 9,4 
B(a)P 278,7 275,6 278,7 294,1 317,9 324,6 341,3 344,0 306,9 9,3 
I(123-cd)P 263,4 262,3 251,1 256,2 291,1 292,3 310,7 313,9 280,1 8,9 
 
 Como se puede apreciar, en general el método consigue coeficientes de 
variación adecuados, observándose quizá  un valor ligeramente más alto para 
el naftaleno (14,9 %). Las variabilidades elevadas para el análisis de naftaleno 
es una tónica general en la mayoría de los métodos analíticos publicados. Se 
trata del más volátil de los PAHs, y los procesos de concentración de los 
extractos por evaporación (en nuestro caso por corriente de nitrógeno) suelen 
producir pérdidas, disminuyendo las recuperaciones y repercutiendo también 
negativamente en la reproducibilidad del método.  
 
 Otro caso, como el benzo(e)pireno, con un coeficiente de variación 
aceptable, aunque superior a los demás PAHs, se justifica por la baja 
sensibilidad que presenta el detector de fluorescencia con este compuesto, lo 
cual dificulta la integración del pico cromatográfico, especialmente en presencia 
de compuestos interferentes con tiempos de retención próximos. 
 
6. Estudio de la eficacia del método de extracción 
 
 Una vez calculadas las concentraciones de PAHs presentes en nuestra 
muestra mediante un método no validado, se hace indispensable determinar la 
eficacia del método para corregir los resultados si fuese necesario. En el 
capítulo anterior hemos visto cómo se evaluaba la eficacia del método 
paralelamente de dos formas: la primera, basándose en las cantidades 
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adicionadas en el momento de preparación de la muestra. La segunda, sobre la 
propia muestra contaminada, mediante adiciones estándar.  
 
 Tratándose de una muestra real, en esta ocasión se impone el método 
de las adiciones estándar. Tras analizar la muestra y determinar las 
concentraciones encontradas de cada PAH, se han tomado 4 alícuotas y se les 
ha adicionado respectivamente cantidades de cada PAH aproximadamente 
iguales al 50, 100, 150 y 200 % de lo inicialmente encontrado. Estas adiciones 
se han hecho en disoluciones en acetonitrilo, dejando posteriormente las 
muestras durante 48 horas hasta la evaporación total del disolvente. 
 
 Transcurridas las 48 horas, se ha procedido a la extracción y análisis de 
las 4 muestras con adición siguiendo los pasos explicados en el desarrollo del 
método analítico. 
 
 Tal como se ha explicado en el capítulo anterior, el cálculo de 
recuperaciones se realiza mediante la representación gráfica de las 
concentraciones encontradas en cada una de las muestras con adición frente a 
las concentraciones adicionadas (se incluye el punto correspondiente a la 
muestra sin adición, con su contenido original en PAHs). El porcentaje de 
recuperación y su correspondiente error para cada analito se calcularán 
multiplicando por 100 la pendiente de las rectas de adición y el error de la 
pendiente respectivamente. 
 
 En la Tabla VI-6 se recogen las ecuaciones de las rectas de adición con 
sus respectivos coeficientes de regresión, los porcentajes de recuperación 
resultantes y sus errores. 
 
 En general los porcentajes de recuperación son inferiores a los 
obtenidos en la extracción de PAHs en muestras de madera mediante 
microondas, algo lógico si tenemos en cuenta la mayor complejidad del 
proceso, incluyendo etapas de limpieza en cartuchos de SPE y concentración 
de extractos, ninguna de las cuales era necesaria en el capítulo anterior. No 
obstante, los resultados obtenidos, teniendo en cuenta la gran complejidad de 
la muestra, se pueden considerar realmente satisfactorios. 
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Tabla VI-6: Rectas de adición y porcentajes de recuperación de los 10 PAHs 
estudiados en la extracción de lodos de aguas residuales. 
Compuesto Recta adición R2 Recup. (%) Error (%) 
Naftaleno y = 0,7855 x + 297,57 0,944 78,5 13,5 
Fluoreno y = 0,7071 x + 92,73 0,969 70,7 7,2 
Fenantreno y = 0,8715 x + 1241,00 0,998 87,1 1,9 
Pireno y = 1,0257 x + 336,84 0,993 102,6 5,0 
B(a)A y = 0,8623 x + 4,1002 0,998 86,2 2,1 
B(e)P y = 0,7365 x + 398,61 0,987 73,6 4,9 
B(b)F y = 0,7552 x + 511,91 0,994 75,5 3,5 
B(k)F y = 0,7640 x + 214,67 0,993 76,4 3,6 
B(a)P y = 0,7319 x + 312,82 0,994 73,2 3,2 





 En este capítulo se ha desarrollado el análisis de PAHs en una de las 
muestras más complejas con las que se puede enfrentar un químico analítico. 
La experiencia propia y la revisión bibliográfica demuestra el elevadísimo grado 
de heterogeneidad de esta clase de muestras, sorprendiendo en algunos casos 
la sencillez de los métodos empleados por algunos autores frente a las 
enormes complicaciones que nos hemos encontrado para la obtención de un 
extracto limpio y adecuado para analizar por cromatografía de líquidos. 
 
 Ningún método de limpieza basado en SPE de los encontrados en la 
bibliografía ha sido eficaz con nuestros extractos. Concentraciones elevadas de 
materia grasa han impedido una detección y cuantificación mínimamente 
aceptable de los analitos sin una etapa previa de saponificación. 
 
 La hidrólisis lipídica ha solucionado los problemas de interferencias, 
siendo necesaria en todo caso una etapa posterior de limpieza en cartuchos de 
SPE. La simultaneidad de los procesos de extracción y saponificación durante 
la irradiación con microondas posibilita el desarrollo del método sin 
comprometer el tiempo de análisis ni la simplicidad del proceso, requiriendo 
únicamente una posterior centrifugación del extracto obtenido. 
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 Las recuperaciones y reproducibilidad del método pueden ser 
consideradas como satisfactorias, en la línea de lo publicado en la bibliografía. 
 
 En líneas generales, podemos decir que se ha desarrollado un método 
apto para el análisis de PAHs en lodos de aguas residuales con una gran carga 
orgánica, en los que otros métodos más sencillos presentes en la bibliografía 
no consiguen extractos lo suficientemente limpios. Cabe decir que la idea ha 
sido extrapolada con éxito a otro tipo de muestras con contenidos grasos 
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1.1. Los PAHs como contaminantes del pescado.  
 
 La creciente industrialización del hemisferio norte durante el siglo XX ha 
tenido una gran influencia en el aumento de contaminación  en ríos, lagos, y 
finalmente océanos. En primer lugar, debemos tener en cuenta los vertidos 
industriales, y en segundo lugar el agua de lluvia que arrastra la contaminación 
atmosférica, tanto en estado gaseoso como asociada a materia particulada, 
llegando finalmente  al medio acuático continental y marino. 
 
 Estos contaminantes, acaban por entrar en la cadena alimenticia, 
alcanzando niveles importantes en determinados depredadores, siendo el ser 
humano el último eslabón de esta cadena. La  elevada diversidad que 
caracteriza la dieta humana propicia que tan solo un 10 % de ella esté 
constituida por alimentos procedentes del mar. Sin embargo, estos alimentos 
están considerados como una de las principales vías de ingreso de 
contaminantes en el cuerpo humano1. 
 
 La presencia de PAHs en organismos marinos está exhaustivamente 
documentada en la bibliografía. Uno de los casos más claros es la 
                                                 
1 M.D.L. Easton, D. Luszniak, E. Von der Geest, Chemosphere, 46 (2002) 1053-1074. 
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contaminación por PAHs en pescados ahumados. El motivo de la presencia de 
PAHs en este producto es lógico si se considera el origen pirolítico de estos 
compuestos. El proceso de ahumado se lleva a cabo en recintos cerrados, 
exponiendo el pescado a una corriente controlada de humo procedente de la 
combustión de madera. Dependiendo de las condiciones de temperatura, 
humedad, flujo o densidad del humo, así como de las características propias 
del pescado, se depositarán sobre éste los diferentes componentes del humo 
que le darán las características propias de los productos ahumados, pero 
también lo contaminarán en cierta medida con PAHs2, además de derivados de 
estos compuestos, aminas, fenoles, etc. 
 
 Los pescados ahumados alcanzan concentraciones relativamente 
elevadas de PAHs, de hasta 60 µg/kg2. Bastante más bajos son los niveles 
encontrados en pescados e invertebrados marinos crudos (generalmente por 
debajo de los 10 µg/kg). La presencia de industrias de tratamiento de madera 
con creosota en las cercanías puede dotar el agua con niveles muy elevados 
de PAHs, pero circunstancias mucho más comunes, como los restos de aceites 
y combustibles en ríos navegables, o zonas portuarias son también motivo de 
presencia de PAHs en el medio acuático.  
 
 De forma más puntual, pero con impactos ambientales mucho mayores, 
los accidentes marítimos con vertidos de derivados del petróleo aportan al agua 
de mar elevados niveles de PAHs, que los peces y moluscos acumulan en sus 
tejidos grasos, con el consiguiente peligro para la salud pública. Se trata de 
casos concretos y con una frecuencia relativamente limitada, pero que 
convierten un control no rutinario en una necesidad de urgencia, con campañas 
de muestreo y análisis de una enorme intensidad sobre la que se sustentarán 
conclusiones relativas al impacto causado, y decisiones  importantes sobre la 
aptitud o no para el consumo humano de los organismos afectados. 
 
 La fracción aromática, particularmente los hidrocarburos aromáticos 
policíclicos, está considerada de forma general como la principal determinante 
de la toxicidad del petróleo sobre organismos acuáticos3, considerándose los 
alcanos compuestos mucho menos contaminantes. De hecho, la concentración 
                                                 
2 A. Stolyhwo, Z.E. Sikorski, Food Chem., 91 (2005) 303-311. 
3 M.G. Barron, T. Podrabsky, S. Ogle, R.W. Ricker, Aquat. Toxicol., 46 (1999) 253-
268. 
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de determinados PAHs es el parámetro utilizado como control analítico tras 
accidentes marítimos con vertido de petróleo. 
 
 En Noviembre del 2002, la rotura de los tanques del buque Prestige en 
las costas gallegas y el vertido de 77 toneladas de fuel reavivó el interés público 
por los PAHs. Según los análisis realizados por el Consejo Superior de 
Investigaciones Científicas (CSIC), la composición del fuel vertido por el 
Prestige la conformaban un 20 % de hidrocarburos saturados, un 35 % de 
resinas y asfaltanos y un 50 % de hidrocarburos aromáticos4. Dentro de la 
fracción aromática, hay un claro predominio de compuestos de 2 y 3 ciclos, 
como es habitual en todas las clases de crudo, contrariamente a los 
compuestos detectados en el humo provocado por la combustión de estos 
mismos derivados de petróleo, mayoritariamente formados por 4 – 6 ciclos5. Es 
sumamente interesante esta observación a la hora de determinar las 
consecuencias de un accidente como el ocurrido con el Prestige, o por el 
contrario como el ocurrido en 1992 con el Aegean Sea, en el cual el petróleo 
vertido ardió durante 5 días, teniendo en cuenta además la diferencia de 
toxicidad entre los PAHs de mayor peso molecular y los más volátiles. 
 
 Los análisis realizados por el Cedre (Centro de documentación, 
investigación y experimentación sobre la contaminación accidental de las 
aguas) sobre el fuel vertido por el Prestige, indicaban concentraciones cercanas 
a los 300 µg/g de Naftaleno, Fluoreno y Fenantreno, con niveles mucho más 
elevados de sus derivados metilados (más de 1000 µg/g), y concentraciones 
bastante inferiores de los PAHs de mayor peso molecular, en relación con los 
anteriormente mencionados, pero todavía en niveles ciertamente preocupantes 
para el medioambiente. 
 
 Obviamente, el caso del Prestige es el más reciente pero no el único, y 
la bibliografía recoge numerosas investigaciones alrededor de accidentes 
anteriores de gran impacto como el del Erika (Bretaña francesa, 1999) el 
mencionado Aegean Sea (Galicia, 1992), Exxon Valdez (Alaska, 1989), Amoco 
Cádiz (Bretaña francesa, 1978), Urquiola (Galicia, 1976) y un largo etcétera de 
buques, todos ellos cargados con petróleo o derivados, y por tanto causantes 
de importantes catástrofes medioambientales por contaminación con PAHs. 
                                                 
4 B. Pérez-Cadahía, B. Laffon, E. Pásaro, J. Méndez, Comp. Biochem. Phys. C, 138 
(2004) 453-460. 
5 D. Pastor, J. Sánchez, C. Porte, J. Albaigés, Mar. Pollut. Bull., 42 (2001) 895-904. 




 Los componentes del fuel pueden aparecer en el medio marino en 
disolución o asociado a materia particulada. Por sus propiedades hidrofóbicas, 
los PAHs de mayor peso molecular tienen una solubilidad sumamente baja, y el 
efecto salino del agua de mar aun la reduce más. Sin embargo, estos PAHs 
tienen una elevada tendencia a asociarse a materia particulada, y es posible 
encontrar niveles apreciables tanto de los PAHs más polares como de los de 
mayor peso molecular. Se puede dar incluso la circunstancia de encontrar 
niveles más bajos en aguas en contacto directo con una gran masa de fuel que 
en aguas aparentemente limpias. Esto se explica por la tendencia de los PAHs 
menos polares a asociarse a la fase por la que tienen más afinidad, de forma 
que al aumentar la cantidad de fuel en las aguas, sus componentes 
experimentarán una mayor dificultad para pasar a la fracción soluble6. 
 
 En cualquier caso, aunque sus concentraciones en el medioambiente 
suelen ser normalmente bajas, los PAHs tienen tendencia a bioacumularse en 
los tejidos orgánicos debido a su carácter lipofílico y resistencia a la 
degradación6. 
 
 En casos de accidentes como el del Prestige, o incluso simplemente en 
casos de contaminación regular de las aguas (proximidad de focos 
contaminantes, zonas portuarias, etc.), el análisis de PAHs en tejidos de 
organismos marinos no sólo tiene interés desde el punto de vista de la salud 
pública, sino que estos organismos actúan como bioindicadores, precisamente 
al acumular los contaminantes presentes en el medio. Algunos de ellos, como 
los mejillones, han sido asiduamente empleados en numerosísimos estudios 
sobre contaminación marina. Además de los diferentes organismos, los análisis 
de los sedimentos marinos y de la propia agua completan la información sobre 
el impacto ambiental causado por un vertido de petróleo7. 
 
 Los factores que determinan la acumulación de PAHs en los diferentes 
tejidos no están todavía muy claros, aunque la tendencia es a acumularse en 
los tejidos grasos. Algunos experimentos de exposición de peces a PAHs 
                                                 
6 B. Pérez-Cadahía, B. Laffon, E. Pásaro, J. Méndez, Comp. Biochem. Phys. C, 138 
(2004) 453-460. 
7 L Koyama, S. Uno, K. Cono, Mar. Pollut. Bull., 49 (2004) 1054-1061. 
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dieron como resultado la detección en el hígado de concentraciones de 
benzo(a)pireno hasta 100 veces mayores que en el músculo8. 
 
 A pesar de la gravedad de las consecuencias de accidentes como el del 
Prestige, las normativas relativas a los niveles de PAHs permitidos en pescados 
con el fin de declararlos aptos para el consumo son muy recientes, hasta el 
punto de que en el momento del accidente (noviembre del 2002) no existía tal 
regulación. Tras la marea negra, el gobierno español, como medida de 
urgencia, publica las “Medidas adoptadas en materia de seguridad alimentaria 
ante el vertido del Prestige”, de acuerdo con los expertos de la Organización 
Mundial de la Salud (OMS) desplazados para este propósito a Galicia, y la 
Agencia Española de Seguridad Alimentaria (AESA)9. Para establecer los 
niveles máximos admisibles, se tomaron como referencia los mismos valores 
guía adoptados en un accidente muy similar y próximo en el tiempo, el del Erika 
en Francia10. El valor máximo establecido para pescados fue de 20 ng/g, 
considerando peso seco, de 6 PAHs: benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno, 
benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno, dibenzo(a,h)antraceno e indeno(1,2,3-
cd)pireno. Para el caso de moluscos, el límite se estableció en 200 ng/g. 
 
 La Unión Europea no establece hasta febrero del 2005 los límites 
legales para PAHs en pescados. El Reglamento Nº 208/2005 de la comisión de 
4 de febrero de 2005, por el que se modifica el Reglamento Nº 466/2001 en lo 
relativo a los hidrocarburos aromáticos policíclicos, subraya la necesidad de 
unificar criterios en lo que concierne a la determinación de PAHs en alimentos 
susceptibles de estar contaminados, haciendo referencia explícita a productos 
marinos afectados por mareas negras. La UE fija un valor máximo de 2 ng/g 
(peso fresco) únicamente para el benzo(a)pireno, señalando de todos modos la 
necesidad de analizar detalladamente las proporciones relativas de cada PAH 
con el fin de estudiar la idoneidad de mantener el benzo(a)pireno como 
marcador representativo de la contaminación por PAHs en una futura revisión. 
 
 
                                                 
8 I. Vives, J.O. Grimalt, P. Fernández, B. Rosseland, Sci. Total Environ., 324 (2004) 
67-77. 
9 http://www.ccmm-prestige.cesga.es/Prestige_1301.htm 
10 Agence Française de Sécurité Sanitaire des Aliments. “Avis du groupe d’experts 
réunis par l’Agence française de sécurité sanitaire des aliments sur les critéres de 
toxicité alimentaire présentés par la pollution engendrée par le naufrage de l’Erika”. 
February, 2000. http://www.afssa.fr/ftp/afssa/basedoc/ a000205.pdf 
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1.2. Metodología de análisis de PAHs en pescados. 
 
 Los tejidos de pescados, y por extensión el de cualquier alimento 
procedente del mar, quizá no alcancen la complejidad que puede llegar a tener 
un lodo de agua residual recogido en una zona con un elevado índice de 
contaminación. Sin embargo, cualquier muestra biológica suele presentar 
bastantes complicaciones a la hora de su extracción, y los pescados no son 
una excepción. En este tipo de matrices, de nuevo nos encontramos con una 
interferencia, los lípidos, que seguramente será determinante en el desarrollo 
del nuevo método analítico. 
 
 Un breve repaso a la bibliografía nos conduce a métodos de extracción 
para PAHs en muestras de pescados que no difieren en exceso de los 
comúnmente empleados para otros tipos de matrices sólidas. Una vez más, el 
método Soxhlet se establece como método de referencia, habiendo sido 
empleada tanto para pescados11 como mariscos12. 
 
 A pesar de la destacada tendencia en una gran mayoría de laboratorios 
a realizar la extracción con Soxhlet, la extracción con ultrasonidos y la agitación 
mecánica son también utilizadas habitualmente13. Pero quizá la verdadera clave 
en la extracción de PAHs  está en su dificultad para separarlos de la materia 
grasa al la que frecuentemente están unidos. Está demostrado que la hidrólisis 
de las grasas, previa a la extracción de los PAHs, produce un incremento en las 
recuperaciones finales de PAHs en muestras de carne14. Por tal motivo, en la 
actualidad numerosos métodos recurren a la hidrólisis alcalina por digestión de 
la muestra con una disolución metanólica de KOH, y posterior extracción con 
disolvente orgánico15,16. Cabe decir que esta hidrólisis alcalina fue la base de la 
extracción de PAHs en lodos de aguas residuales presentadas en el capítulo 
anterior, y que este mismo fundamento nos ha servido para llevar a cabo la 
extracción por microondas de PAHs en pescados17. 
                                                 
11 I. Vives, J. Grimalt, J. Chromatogr. B, 768 (2002) 247-254.. 
12 L.R. Bordajandi, G. Gómez, E. Abad, J. Rivera, M.M. Fernández-Bastón, J. 
Blasco, M.J. González, J. Agric. Food. Chem., 52 (2004) 992-1001. 
13 J.P. Villeneuve, S. de Mora, C. Cattini, Trends Anal. Chem., 23 (2004) 501-510. 
14 G. Grimmer, H. Böhnke, J. AOAC, 58 (1975) 725-733. 
15 J. Koyama, S. Uno, K. Kohno, Mar. Pollut. Bull., 49 (2004) 1054-1061. 
16 M.D.L. Easton, D. Luszniak, E. Von der Geest, Chemosphere, 46 (2002) 1053-
1074. 
17 T. Pena, L. Pensado, C. Casais, C. Mejuto, R. Phan-Tan-Luu, R. Cela, J. 
Chromatogr. A (2006) (artículo aceptado). 




 En todo caso, dejando a un lado las clásicas técnicas de Soxhlet, 
agitación mecánica, o asistida por ultrasonidos, la búsqueda bibliográfica indica 
que el análisis de PAHs en alimentos utilizando otras técnicas de extracción no 
está excesivamente investigado. Como ejemplo, valga un estudio de 
intercomparación del IAEA (Internacional Atomic Energy Agency) publicado en 
el 200418, realizado sobre una muestra de pescado, en el que de los 59 
laboratorios participantes, tan solo 5 utilizaron técnicas de extracción diferentes 
a las mencionadas anteriormente. 
 
 Para la limpieza de los extractos, de nuevo destaca la utilización de 
cartuchos de SPE. Las fases de alúmina están especialmente indicadas para la 
separación de grasas de los extractos y son quizá de las más empleadas19, 
siguiéndoles las columnas de sílice20 y florisil21. 
 
1.3. Dispersión de matriz en fase sólida (MSPD). 
 
 La técnica de dispersión de matriz en fase sólida (MSPD, siglas del 
término inglés matrix solid-phase dispersion) surge a finales de los años 80 de 
la mano de Steven Barker. La idea nace con el objetivo de superar la gran 
limitación de una técnica de extracción en uso creciente como es la extracción 
en fase sólida (SPE). Esta técnica se encuentra actualmente en un importante 
estado de desarrollo, con numerosas fases adsorbentes en el mercado y 
multitud de aplicaciones, pero es válida únicamente para muestras líquidas con 
un grado de viscosidad bajo y libre de partículas22. 
 
 La técnica de MSPD permite la extracción de multitud de analitos en 
muestras sólidas, semisólidas o líquidos viscosos utilizando materiales 
adsorbentes como los empleados en SPE. Es por tanto una técnica 
especialmente indicada para muestras de origen biológico como frutas, tejidos 
animales, mantequilla, leche, sangre, etc23.  
 
                                                 
18 J.P. Villeneuve, S. de Mora, C. Cattini, Trends Anal. Chem., 23 (2004) 501-510. 
19 A. Stolyhwo, Z.E. Sikorski, Food Chem. 91 (2005) 303-311. 
20 M.D.L. Easton, D. Luszniak, E. Von der Geest, Chemosphere, 46 (2002) 1053-
1074. 
21 J.P. Villeneuve, S. de Mora, C. Cattini, Trends Anal. Chem., 23 (2004) 501-510. 
22 S.A. Barker, J. Chromatogr. A, 885 (2000) 115-127. 
23 S.A. Barker, LC·GC Int., 11 (1998) 719-724. 
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 El fundamento es muy sencillo: se trata de triturar la muestra con ayuda 
de un mortero de vidrio, mezclándola con un material adsorbente hasta su 
homogeneización. El proceso provoca la disrupción de la estructura de la 
muestra, lo cual conlleva una serie de ventajas: por un lado, permite el acceso 
tanto al exterior como al interior de muestras sólidas. Además, crea un área 
superficial de gran tamaño, permitiendo un mejor acceso de disolventes o 
reactivos utilizados en la siguiente etapa de extracción y aislamiento de 
analitos. 
 
 El material adsorbente cumple en este proceso diversas funciones de 
forma simultánea. En primer lugar actúa como abrasivo durante el proceso de 
homogeneización en el mortero, rompiendo la estructura física de la muestra. 
Posteriormente, una vez homogeneizada la mezcla, permite el 
empaquetamiento en una columna de forma que los analitos puedan ser 
eluidos con diversos disolventes orgánicos. En este punto reside una de las 
principales diferencias con respecto a la extracción por SPE, puesto que 
mientras en ésta la muestra se concentra principalmente en la cabeza de 
columna, en MSPD se distribuye a lo largo de toda su extensión. 
 
 El material obtenido tras el proceso de dispersión posee una naturaleza 
única, diferente a la propia del material adsorbente utilizado, proporcionando 
por tanto un nuevo grado de selectividad para el fraccionamiento de los 
analitos24. Las interacciones que ocurren en este material son mucho más 
diversas que las ocurridas en SPE: existen interacciones entre los analitos y el 
soporte sólido, analitos con fase ligada, analitos con matriz dispersada, matriz 
con soporte sólido y matriz con fase ligada. No se debe esperar por tanto, a la 
hora de eluir los analitos, un comportamiento acorde con el material adsorbente 
utilizado, puesto que dependiendo de la matriz de la muestra, este 
comportamiento puede variar. En ocasiones, es posible que ciertos analitos co-
eluyan con un determinado componente de la matriz en una fracción a priori 
impredecible25. 
 
 Los materiales adsorbentes utilizados son esencialmente los mismos 
que los utilizados en SPE. El florisil, sílice, C8, o C18, son algunos de los más 
comúnmente empleados, si bien en los últimos años se han introducido algunos 
menos habituales como la sílice ácida, alúmina o polímeros acrílicos con el fin 
                                                 
24 S.A. Barker, LC·GC Int., 11 (1998) 719-724. 
25 S.A. Barker, J. Chromatogr. A, 880 (2000) 63-68. 
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de mejorar la selectividad del proceso26. Debemos indicar también que en 
ocasiones, la utilización de estos adsorbentes no sólo se ciñe al proceso de 
dispersión de la muestra, sino que puede ser empleado como co-columna 
situándolo por debajo de la mezcla de la muestra con el adsorbente. 
 
 La selectividad de la extracción por MSPD no sólo depende de la 
elección del material o materiales adsorbentes. En una segunda etapa del 
proceso entra en juego la elección del disolvente utilizado para la elución de los 
analitos. Este disolvente debe ser capaz de eluir los compuestos de interés 
mientras que el resto de los componentes de la matriz deben quedar retenidos 
en la medida de lo posible por el material adsorbente. Una extensa variedad de 
disolventes han sido probados con diferentes materiales adsorbentes en 
MSPD. Como en la técnica de SPE, no existen limitaciones en este sentido, y 
podemos encontrar aplicaciones que utilizan alcanos, tolueno, diclorometano, 
alcoholes, y hasta agua caliente26. También es posible la utilización de mezclas 
o las eluciones con varios disolventes empleados de forma secuencial. 
 
 Una de las grandes ventajas de la técnica de MSPD, además de su 
sencillez, es el mínimo consumo, tanto de muestra como de disolventes. 
Lógicamente, se trata de cantidades flexibles, pero lo más habitual, es realizar 
la dispersión de 0,5 g de muestra en 2 gramos de material adsorbente (relación 
1: 4 muestra-adsorbente). Los volúmenes de disolvente para la elución suelen 
ser más variables, aunque por norma general se suelen utilizar cantidades 
cercanas a los 8 mL27. 
 
 Pero la técnica no solo permite un importante ahorro en disolventes, 
sino que se trata asimismo de un método que no requiere una instrumentación 
especial ni costosos equipos, y además es sumamente rápido. La combinación 
en una misma etapa del proceso de extracción y limpieza del extracto consigue 
un importante ahorro de tiempo, y por tanto de mano de obra. 
 
 Las ventajas de la dispersión de matriz en fase sólida son más que 
evidentes. Es por ello que, a pesar de ser una técnica muy reciente, las 
aplicaciones publicadas en la bibliografía son muy numerosas. Como ya se ha 
dicho anteriormente, se trata de una técnica especialmente adecuada para la 
                                                 
26 E.M. Kristenson, L. Ramos, U.A.Th. Brinkman, Trends Anal. Chem., 25 (2006) 96-
111. 
27 S.A. Barker, J. Chromatogr. A, 880 (2000) 63-68. 
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extracción de diversos compuestos en matrices biológicas, y particularmente 
bastante empleada para análisis de alimentos28. La extracción por MSPD se ha 
aplicado a muestras de pollo29, pescados30, hígado de vaca31, frutas32, leche33, 
etc. para la determinación de numerosos analitos, tales como sulfonamidas29, 
PCBs30, o pesticidas32. Incluso existe una referencia a la determinación de 
benzo(a)pireno en músculo de pescado34, si bien tan solo se trata de la 
aplicación de un método originalmente desarrollado para la determinación de 
pesticidas clorados, que además obvia otros PAHs de elevada toxicidad. Hay 
que señalar asimismo que en la referencia mencionada se consideraban 
únicamente niveles de concentración muy elevados (entre 200 y 4000 ng/g), 
bastante lejos de las necesidades que impone la salud pública,  y además las 
recuperaciones disminuían notablemente en las extracciones de las muestras 
con menores niveles de contaminación (hasta un 73 %). 
 
 En este capítulo, se presenta el primer trabajo publicado sobre 
extracción mediante MSPD de hidrocarburos aromáticos policíclicos en 
muestras de pescado35. En él, se han considerado los 6 PAHs cuyos niveles se 
aconsejan determinar en las “Medidas adoptadas en materia de seguridad 
alimentaria ante el vertido del Prestige”, incluyendo lógicamente el 
Benzo(a)pireno, único compuesto actualmente regulado en este tipo de 
muestras por la Comunidad Europea36. El método se ha desarrollado para 
muestras de pescado con diferentes contenidos grasos, concretamente salmón 
y rodaballo, ambos criados mediante acuicultura. Tras las pruebas realizadas 
con diferentes materiales adsorbentes y la elección de los disolventes más 
adecuados para la elución de los PAHs, se ha diseñado un método de 
extracción extraordinariamente sencillo, rápido, con un bajísimo coste tanto en 
consumo de disolventes como en tiempo de análisis, y por tanto sumamente 
                                                 
28 S.A: Barker, J. Chromatogr. A, 880 (2000) 63-68. 
29 K. Kishida, N. Furusawa, J. Chromatogr. A, 937 (2001) 49-55. 
30 D.E. Wells, I. Echarri, Anal. Chim. Acta, 286 (1994) 431-449. 
31 C. Crescenzi, S. Bayoudh, P.A.G. Cormack, T. Klein, K. Ensing, Anal. Chem., 73 
(2001) 2171-2177. 
32 E.M. Kristenson, E.G.J. Haverkate, C.J. Slooten, L. Ramos, R.J.J. Vreuls, U.A.Th. 
Brinkman, J. Chromatogr. A, 917 (2001) 277-286. 
33 S.A. Barker, A.R. Long, J. AOAC Int., 77 (1994) 848-854. 
34 M.D. Crouch, S.A. Barker, J. Chromatogr. A, 774 (1997) 287-309. 
35 L. Pensado, M.C. Casais, M.C. Mejuto, R. Cela, J. Chromatogr. A, 1077 (2005) 109-
109. 
36 Commission Regulation (EC) 208/2005, amending Regulation (EC) 466/2001 as 
regards polycyclic aromatic hydrocarbons. Official Journal of the European Union, No. L 
34/3, 8-2-2005. 
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adecuado para largas e intensas campañas de análisis como las que se suelen 
imponer ante accidentes de la magnitud del ocurrido en las costas españolas. 
Además de su sencillez, los resultados obtenidos, en lo que a eficiencia y 
repetibilidad se refiere, han sido realmente satisfactorios. 
 
2. Material, instrumentación y reactivos 
 
2.1. Material e instrumentación 
 
¾ Equipo de cromatografía líquida de alta resolución. 
- Bomba cuaternaria 600 E (Waters). 
- Inyector 7725i (Rheodyne). 
- Horno termostatizado 9540 (MetaTherm). 
- Detector de fluorescencia HP Series 1100. 
- Columna cromatográfica Vydac 201 TP52 (C18, 250 x 2,1 mm, 5 
µm diámetro de partícula) protegida por una precolumna Vydac 
201 TP. 
- Software de adquisición y procesado de datos Chemstation (HP). 
¾ Balanza BP 310S (Sartorius). 
¾ Balanza BP 211D (Sartorius). 
¾ Concentrador de nitrógeno TurboVap II (Zymark). 
¾ Micropipetas. 
¾ Matraces aforados. 
¾ Mortero de vidrio y mano de mortero.  
¾ Vidrio de reloj. 
¾ Jeringas con frita y fritas adicionales (Isolute). 
¾ Filtros Millex GV, 13 mm, 0,22 µm (Millipore). 




¾ Mezcla de PAHs EPA 610 Polynuclear Aromatic Hydrocarbons Mix 
(Supelco). 
¾ Acetonitrilo grado gradiente (Merck). 
¾ Metanol grado gradiente (Merck). 
¾ Cloroformo Suprasolv (Merck). 
¾ Diclorometano grado pesticida (Merck). 
¾ n–Hexano grado pesticida (Merck). 
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¾ Ácido sulfúrico 96 % (Merck). 
¾ Sulfato sódico anhidro (Panreac). 
¾ Agua ultrapura obtenida en el laboratorio a través de un sistema 
Milli-Q (Millipore). 
¾ Helio (99,999 % pureza) para la desgasificación de fases móviles. 
¾ Material de referencia SRM 2977 (tejido de mejillón) (NIST). 
¾ Florisil (Aldrich). 
¾ C18 -octadecilsilano- (Aldrich). 
¾ Sílica gel (Aldrich). 
 
3. Preparación de la muestra 
 
 Tal como se ha comentado en la introducción de este capítulo, el 
principal problema que se presenta a la hora de analizar PAHs en muestras 
biológicas, y concretamente muestras de pescados, es la interferencia causada 
por compuestos lipídicos. Es interesante por tanto asegurar la validez del 
método de extracción para muestras con diferentes contenidos grasos.  
 
 Este trabajo se ha desarrollado sobre una muestra de rodaballo 
contaminado con PAHs. Adicionalmente, se ha utilizado una muestra de salmón 
igualmente contaminada para comprobar la validez del método con un tejido 
diferente. La elección de este segundo pescado fue hecha en base a su 
contenido graso, especialmente elevado. 
 
 Tanto el salmón como el rodaballo fueron criados en acuicultura, y han 
sido contaminados con PAHs mediante adición en el laboratorio. Para ello, en 
ambos casos se ha extraído el músculo del pescado y se ha triturado, pesando 
150 g de cada uno de los tejidos frescos. Posteriormente cada muestra fue 
mezclada con 15 mL de una disolución en acetonitrilo que contenía cantidades 
conocidas de PAHs, de tal forma que las muestras finales estuvieran 
contaminadas en niveles cercanos a los límites legales. Ambas muestras fueron 
mezcladas y se dejaron secar a temperatura ambiente durante dos días, 
removiéndolas ocasionalmente con varilla de vidrio. Finalmente, fueron 
congeladas y liofilizadas. 
 
 Los porcentajes de humedad de las muestras frescas fueron calculados 
gravimétricamente, resultando ser de un 76,5% para el rodaballo y de un 62,9% 
para el salmón. La humedad de cada una de las muestras liofilizadas también 
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fue calculada, resultando en un 8,3% para el rodaballo y un 4,3% para el 
salmón. Por último, se ha calculado la humedad del tejido de mejillón liofilizado 
(material de referencia), resultando en un 8,2%. 
 
 Según estos datos, basándose en las cantidades adicionadas y sin tener 
en cuenta las pérdidas por volatilización o adsorción de los compuestos en las 
paredes del recipiente donde se ha realizado la adición, las concentraciones 
teóricas adicionadas de cada uno de los PAHs estudiados en nuestras dos 
muestras, considerando peso fresco, peso seco y material liofilizado, son las 
mostradas en la Tabla VII-1. 
 
Tabla VII-1: Concentraciones (ng/g) adicionadas para la preparación de la muestra. 
 RODABALLO (ng/g)  SALMÓN (ng/g) 
 Fresco Seco Liofilizado  Fresco Seco Liofilizado 
B(a)A 6,7 28,4 26,1  6,7 18,0 17,2 
B(b)F 13,3 56,8 52,1  13,3 36,0 34,4 
B(k)F 6,7 28,4 26,1  6,7 18,0 17,2 
B(a)P 6,7 28,4 26,1  6,7 18,0 17,2 
Db(ah)A 13,3 56,8 52,1  13,3 36,0 34,4 
I(1,2,3-cd)P 6,7 28,4 26,1  6,7 18,0 17,2 
 
4. Determinación del contenido graso de las muestras 
 
 El cálculo del porcentaje graso de las muestras utilizadas ha sido 
realizado mediante el método de Blight and Dyer37, ya explicado en el capítulo 
anterior. El contenido graso resultante ha sido de un 1,7% para la muestra de 
rodaballo y de un 16,5% para el tejido de salmón (porcentajes en peso fresco). 
 
 Cabe destacar el elevadísimo contenido graso del tejido de salmón, que 
alcanza un valor extremo dentro de los niveles habituales en los pescados. Este 
hecho realmente va a llevar el método desarrollado a un caso límite, y nos 
servirá para probar su validez en muestras de pescado de naturaleza muy 
diferente. 
 
 Teniendo en cuenta el tipo de tejido al que corresponde el material de 
referencia utilizado en la validación del método, se ha determinado también el 
contenido graso de una muestra de mejillón, resultando ser de un 1,3%. 
                                                 
37 P. Manirakiza, A. Covaci, P. Schepens, J. Food Comp. Anal., 14 (2001) 93-100. 




5. Ensayos preliminares: Elección de los adsorbentes 
 
 En el capítulo anterior se ha podido comprobar las dificultades que 
surgen en el análisis de una muestra con cantidades elevadas de compuestos 
lipídicos. Tras probar diferentes disolventes de extracción y cartuchos de SPE 
para la limpieza de los extractos, la única alternativa que ha servido para 
eliminar estas interferencias presentes en las muestras de lodos ha sido la 
hidrólisis alcalina. Debemos tener en cuenta además que el contenido graso del 
lodo de agua residual con el que hemos trabajado era de un 3,79%, sin duda un 
porcentaje elevado, quizá comparable al 1,7% de la muestra de rodaballo, pero 
lejos aun del 16,5% presente en la muestra de salmón. Nos encontramos por 
tanto ante muestras con porcentajes de lípidos importantes, y además con la 
imposibilidad de aplicar la saponificación como método de destrucción de estas 
interferencias, al menos sin necesidad de etapas adicionales a la extracción por 
MSPD (la hidrólisis alcalina transcurre a temperaturas elevadas). 
 
 Como es sabido, las columnas de HPLC son altamente sensibles a la 
presencia de grasas en los extractos, incluso en bajas concentraciones. Estos 
compuestos se adsorben sobre las fases estacionarias degradándolas 
rápidamente y afectando seriamente a la resolución de la columna. Además, 
obviamente la presencia de interferencias afectará de forma negativa a los 
límites de detección y cuantificación del método analítico. Pero ha habido 
además un hecho que ha delatado la presencia de lípidos en los extractos 
obtenidos en los primeros ensayos, causando importantes inconvenientes: una 
vez llevada a cabo la extracción y la concentración del extracto, la adición de 
agua al extracto concentrado en una proporción adecuada para su inyección 
con el gradiente utilizado en el HPLC provocaba la aparición de una cierta 
turbidez debida a la precipitación de grasas todavía presentes, a las que se 
adsorbían los PAHs en mayor o menor medida afectando seriamente a las 
recuperaciones del método. La relación entre el grado de turbidez y el 
descenso de recuperaciones era evidente. La co-elución de determinados 
analitos con determinados componentes de la muestra, incluso en fracciones 
del eluato difícilmente predecibles, ya había sido advertida por Steven A. Barker 
en un excelente artículo de revisión de la técnica38. Esta co-elución de algunos 
PAHs con los lípidos es difícil de evitar, y ha sido el primer punto de mira de 
esta investigación. 
                                                 
38 S.A. Barker, J. Chromatogr. A, 880 (2000) 63-68. 




5.1. Deshidratación oxidativa 
 
 Los ensayos previos a la puesta a punto del método se han centrado en 
la búsqueda de los materiales adsorbentes adecuados para la obtención de un 
extracto libre de grasas. Dentro de los métodos destructivos, la bibliografía 
sugiere como principal alternativa a la saponificación de los lípidos la 
deshidratación oxidativa con ácido sulfúrico39. Se trata de un método rápido y 
muy efectivo, capaz de destruir cantidades elevadas de lípidos, y, a diferencia 
de la saponificación, es perfectamente aplicable a la técnica de MSPD. Para 
ello, el ácido sulfúrico se utiliza adsorbido sobre silicagel, utilizando 
posteriormente la sílice ácida como co-columna en la elución de los analitos 
tras la dispersión de la muestra. 
 
 La deshidratación oxidativa de los lípidos fue una de las primeras 
pruebas realizadas, dispersando 200 mg de muestra liofilizada (reconstituida  
con 400 µL de agua ultrapura) en 2 g de Florisil y situando en la parte inferior 
de la columna 1 g de sílice ácida. El aspecto perfectamente transparente del 
extracto tras su concentración y adición de agua para su inyección en HPLC fue 
un síntoma evidente de la ausencia de grasa. Sin embargo, incluso eluyendo la 
columna con 15 mL de hexano:diclorometano (1:1) seguidos de 10 mL de 
diclorometano, no se ha detectado ningún PAH en el extracto a excepción de 
una pequeña cantidad de benzo(b)fluoranteno. En la interfase entre la sílice 
ácida y el florisil con la muestra dispersada, se formó durante la elución una fina 
capa de color negro. Similares observaciones fueron publicadas por Wells y 
Echarri40, quienes apreciaron una altísima efectividad de la sílice ácida en la 
limpieza de los extractos, pero al mismo tiempo parecía retener algunos de los 
bifenilos clorados con los que experimentaban. Esto es debido a la formación 
de una finísima capa de carbón al tratar muestras con elevados porcentajes 
grasos, que presenta un elevado poder de retención con los PAHs. 
 
 Descartada pues la destrucción de los lípidos, los esfuerzos se han 
dedicado al ensayo de diferentes materiales adsorbentes, tanto para la 
dispersión de la muestra como para su utilización como co-columna, con el 
objetivo de obtener un extracto con el mínimo contenido posible en grasas.  
                                                 
39 P. Hess, J. de Boer, W.P. Cofino, P.E.G. Leonards, D.E. Wells, J. Chromatogr. A, 
703 (1995) 417-465. 
40 D.E. Wells, I. Echarri, Anal. Chim. Acta, 286 (1994) 431-449. 
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5.2. Dispersión de la muestra en florisil 
 
 Descartado el uso de sílice ácida, en este trabajo se han ensayado dos 
de los materiales adsorbentes más comunes en MSPD: florisil y C18. Los 
primeros experimentos fueron hechos utilizando 2 g de florisil  para la 
dispersión de 200 mg de muestra liofilizada reconstituida con agua utrapura, y 
otros 2 g situados en la parte inferior de la columna (co-columna).  
 
 La elución de las columnas ha sido realizada con diversas mezclas de 
hexano:diclorometano. Se han probado mezclas en proporción 9:1, 7:3 y 1:1. 
Proporciones más altas de diclorometano tuvieron un efecto negativo en los 
extractos, arrastrando una elevada cantidad de lípidos, y provocando el efecto 
comentado anteriormente relativo a la formación de un precipitado blanquecino 
en el cambio de disolvente a acetonitrilo y en la adición al extracto en 
acetonitrilo de una pequeña cantidad de agua para su acondicionamiento para 
la inyección en HPLC. La elución con las mezclas hexano:diclorometano en 
proporciones 9:1 y 7:3 requirieron volúmenes de disolvente bastante elevados, 
provocando finalmente de nuevo la elución de los lípidos. La elución con 15 mL 
de hexano:diclorometano en proporción 1:1 ha resultado la más propicia, y se 
ha llegado a desarrollar el método en estas condiciones, consiguiendo unas 
recuperaciones en general aceptables, que se muestran en la Tabla VII-2. Las 
recuperaciones mostradas han sido determinadas mediante rectas de adición, 
obteniéndose las recuperaciones multiplicando las pendientes de cada recta 
por 100. El error mostrado se corresponde con el error de la pendiente. 
 
Tabla VII-2: Recuperaciones obtenidas utilizando florisil 
como dispersante y co-columna. Elución con 15 mL 
hexano:dicloromentano (1:1). 
 Recuperación (%) Error (%)
B(a)A 85,2 5,5 
B(b)F 77,1 4,1 
B(k)F 76,9 3,9 
B(a)P 62,4 3,2 
Db(ah)A 78,3 3,5 
I(1,2,3-cd)P 78,4 9,2 
 
 Como se puede ver, las recuperaciones se encuentran en torno al 80%, 
excepto para el benzo(a)pireno, para el cual la recuperación disminuye hasta 
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un 62,4%. Esta recuperación quizá justifica la publicada por Crouch y Barker41 
para este mismo compuesto, comentada anteriormente en la introducción de 
este capítulo. Hay que señalar que Crouch y Barker ya mencionaban en su 
trabajo la aparición de un precipitado tras la concentración del disolvente, el 
cual recomendaban separar por centrifugación. Parece evidente que estamos 
ante un mismo problema, la co-elución de lípidos y la adsorción del 
benzo(a)pireno a estos, y cuya solución todavía está por encontrar. 
 
5.3. Elección de los materiales adsorbentes 
 
 Tras el desarrollo del método de extracción utilizando florisil como 
material adsorbente, y ante la evidencia de que la obtención de extractos libres 
de grasas tiene una repercusión directa en las recuperaciones del método, se 
han hecho diferentes experimentos considerando el C18 como alternativa al 
florisil. Utilizando acetonitrilo como disolvente para la elución de las columnas, 
se han realizado distintas extracciones de músculo de rodaballo con diferentes 
combinaciones del material usado para la dispersión de la muestra y el utilizado 
como co-columna. Igualmente se ha considerado la posibilidad de secar la 
muestra durante el proceso de dispersión añadiendo sulfato sódico anhidro, con 
el fin de mejorar la retención de los lípidos en el florisil. El objetivo de los 
experimentos no ha sido otro que la cuantificación de la grasa presente en el 
extracto obtenido en cada caso. Para ello se han llevado los extractos a 
sequedad bajo corriente de nitrógeno y se han determinado sus contenidos 
grasos gravimétricamente. Los resultados se muestran en la Tabla VII-3. 
 
Tabla VII-3: Contenido lipídico en los extractos obtenidos utilizando diferentes 
materiales adsorbentes (elución con 10 mL de acetonitrilo). 
Exp. Adsorbente dispersión Adsorbente co-columna Grasa en extracto 
(ng/mL) 
1 2 g Florisil 2 g Florisil 0,30 
2 2 g Florisil + 0,5 g Na2SO4 2 g Florisil 0,23 
3 2 g C18 2 g Florisil 0,18 
4 2 g C18 + 0,5 g Na2SO4 2 g Florisil 0,12 
5 2 g C18 + 0,5 g Na2SO4 1 g C18 0,42 
6 2 g C18 + 0,5 g Na2SO4 2 g Florisil + 1 g C18 0,08 
  
                                                 
41 M.D. Crouch, S.A. Barker, J. Chromatogr. A, 774 (1997) 287-309. 
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 En los resultados de estos experimentos se puede comprobar la 
decisiva influencia de la elección de un material u otro, e incluso la diferencia en 
el contenido graso del extracto cuando se utiliza sulfato sódico anhidro para 
secar la muestra. Comparando los experimentos 1 y 2, en los que se utiliza 
florisil como soporte para la dispersión de la muestra y como co-columna, 
puede comprobarse como la utilización de sulfato sódico hace disminuir el 
contenido graso del extracto desde 0,30 hasta 0,23 ng/mL. Igual observación se 
puede realizar atendiendo a los experimentos 3 y 4, en los que se utiliza el C18 
como soporte para la dispersión y florisil nuevamente como co-columna. 
 
 Comparando los experimentos 1 y 3 ó 2 y 4 (tabla VII-3), se deduce que 
el C18 parece ser un material más apropiado para realizar la dispersión de la 
muestra, presentando una mejor retención con los compuestos lipídicos. 
 
 Finalmente, la combinación de 2 g de florisil y 1 g de C18 como co-
columna tras la dispersión de la muestra en 2 g de C18 y secando el extracto 
con sulfato sódico se muestra como la más apropiada para la retención de las 
grasas. Es significativo el dato de que de este modo los extractos presentan 
prácticamente  la cuarta parte de contenido graso que los obtenidos en las 
condiciones con las que se desarrolló en primera instancia el método, 
comentadas en el punto 5.2. Es previsible por tanto que en estas condiciones la 
eficacia del método se vea mejorada. 
 
 A continuación, se detalla el procedimiento de extracción por MSPD 
para muestras de pescado desarrollado en este capítulo. 
 
6. Extracción de la muestra y análisis cromatográfico 
 
6.1. Extracción de la muestra 
 
 De acuerdo con las pruebas realizadas para la elección de los 
materiales adsorbentes más apropiados y las conclusiones expuestas 
anteriormente, el método de extracción llevado a cabo es el que se explica a 
continuación y se esquematiza en la Figura VII-1. 
 
 Se han pesado 200 mg de muestra de pescado liofilizada (equivalente a 
unos 0,8 gramos de muestra fresca) y se han reconstituido con 400 µL de agua 
ultrapura. La muestra se ha triturado junto con 2 g de C18 en un mortero de 
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vidrio. Se han añadido 0,5 g de sulfato sódico anhidro y se ha continuado 















Figura VII-1: Representación esquemática del procedimiento de extracción. 
 
 Por otra parte, se ha rellenado una columna o jeringa provista en el 
fondo de una frita de polietileno con una primera capa de 2 g de florisil, y por 
encima una segunda capa de 1 g de C18. Sobre estos adsorbentes utilizados 
como co-columna, se añade la mezcla homogeneizada obtenida en el proceso 
de dispersión de la muestra y se cubre con una frita de polietileno, aplicando 
una ligera presión con el émbolo de una jeringa, pero sin llegar a comprimir en 
exceso el material. 
 
 El cartucho ha sido eluído con acetonitrilo por gravedad, permitiendo el 
goteo del eluato en un tubo graduado o probeta hasta recoger 10 mL de 
extracto. Únicamente al principio de la elución se ha aplicado una ligera presión 
en cabeza de columna para conseguir una buena penetración del disolvente de 
elución en todo el cartucho y evitar la formación de caminos preferentes. 
 
 El extracto se ha evaporado hasta un volumen de 0,5 mL bajo corriente 
de nitrógeno, se ha transferido a un matraz aforado de 2 mL, se han añadido 
0,5 mL de agua ultrapura, y se ha completado el volumen del matraz con 
acetonitrilo. El extracto final se ha filtrado a través de un filtro de durapore de 
0,22 µm, inyectando 20 µL en el equipo de HPLC. 
 
 






2 g Florisil 
10 mL  Acetonitrilo 
2 mL 
CH CN/H O (3:1)
3 2
0,2 g muestra liofilizada
+
0,400  mL H O
2
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6.2. Perfil de elución de los analitos 
 
 Una vez determinados los materiales adsorbentes utilizados para la 
extracción y sus cantidades, se ha hecho un estudio de fraccionamiento del 
extracto utilizando acetonitrilo como eluyente. El objetivo de este experimento 
fue determinar el volumen mínimo para lograr la elución de los PAHs 
estudiados con recuperaciones cuantitativas, evitando en lo posible un volumen 
excesivo que no haría más que forzar la elución de los lípidos. 
 
 Para ello, se ha preparado una extracción siguiendo los pasos indicados 
en el apartado 6.1. y se ha eluido el cartucho recogiendo por separado hasta 7 
fracciones de 1,5 mL en diferentes matraces aforados de 2 mL, completando 
sus volúmenes con agua ultrapura para obtener cada fracción en 
acetonitrilo/agua (3:1), tal como se han venido inyectando todos los extractos a 
lo largo de este trabajo. Igualmente cada fracción ha sido filtrada tal como se ha 
explicado en la sección anterior, y por último inyectada en el HPLC. 
 
 En la Figura VII-2 se muestran los perfiles normalizados de la elución 
de cada uno de los PAHs estudiados. Como se puede apreciar los 6 
compuestos eluyen cuantitativamente en las 6 primeras fracciones, 
correspondientes a 9 mL. Con el fin de asegurar la reproducibilidad del método 
para los PAHs más retenidos, el volumen de elución del método ha sido fijado 














 Figura VII-2: Perfiles de elución de los 6 PAHs. Se representa el porcentaje 


































6.3. Análisis de los extractos mediante HPLC 
 
 El análisis cromatográfico de los extractos ha sido realizado con el 
mismo equipo utilizado para el análisis de aguas expuesto en el capítulo IV, y 
por tanto el gradiente de elución ha sido el mismo. En la Tabla VII-4 se muestra 
dicho programa. 
 
Tabla VII-4: Gradiente de elución utilizado para 
la separación de los PAHs. Flujo de fase móvil: 
0,4 mL/min. 
Tiempo (min) % H2O % AcN Curva 
0 53 47 --- 
2 53 47 lineal 
12 10 90 lineal 
20 0 100 lineal 
30 0 100 lineal 
 
 Las fases móviles han sido desgasificadas con una corriente de helio de 
100 mL/min, y la columna cromatográfica se ha mantenido a 35 º C. El volumen 
de inyección ha sido de 20 µL. 
 
 La detección de los picos se ha llevado a cabo con el detector de 
fluorescencia de pares de longitudes de onda programables. Los pares de 
longitudes de onda de excitación/emisión se han ajustado para maximizar la 
respuesta de los analitos y minimizar la señal debida a las interferencias. El 
programa utilizado es el que se muestra en la Tabla VII-5. 
 
Tabla VII-5: Programa de longitudes de onda en el detector de fluorescencia. 
267-330 275-315 247-357 238-418 270-383 294-425 245-500 
              7             10,6         12,3         16,3          19,3         23,9    (min) 
 
 
 En la Figura VII-3 se muestran los cromatogramas correspondientes a 
las extracciones de músculo de rodaballo con adición de PAHs y sin adición 
(blanco de muestra). 














Figura VII-3: Cromatogramas correspondientes a una muestra de rodaballo con adición 
(A) y un blanco de muestra (B). La numeración de los picos es la siguiente: (1) B(a)A; 
(2) B(b)F; (3) B(k)F; (4) B(a)P; (5) Db(a,h)A; (6) B(g,h,i)P (compuesto presente en la 
disolución estándar utilizada para la adición de la muestra, pero no considerado en las 
normativas y por tanto tampoco en este estudio); (7) I(1,2,3-cd)P. 
 
 Como se ha comentado anteriormente, una vez puesto a punto el 
método con la muestra de rodaballo, se ha probado su funcionamiento con una 
muestra de salmón, un tejido mucho más graso, con el fin de comprobar la 
validez del método para muestras con niveles diferentes de lípidos, la 
interferencia más importante de este tipo de matrices. En la Figura VII-4 se 













Figura VII-4: Cromatogramas correspondientes a una muestra de salmón con adición 
(A) y un blanco de muestra (B). La numeración de los picos es la misma que la utilizada 
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 Para la cuantificación de los picos se ha hecho un calibrado de cuatro 
niveles, inyectando cada nivel por duplicado. Las disoluciones patrón utilizadas 
para ello se han preparado en acetonitrilo/agua (3:1). La calibración se ha 
hecho considerando como respuesta la altura de pico. En la Tabla VII-6 se 
muestran los parámetros de validación del calibrado, junto con los límites de 
detección y cuantificación correspondientes al método analítico. 
 










B(a)A 0,16 0,52 1-20 0,998 
B(b)F 0,30 0,99 2-40 0,999 
B(k)F 0,04 0,13 1-20 0,999 
B(a)P 0,07 0,25 1-20 0,998 
Db(a,h)A 0,14 0,46 2-40 0,999 
I(1,2,3-cd)P 0,32 1,07 1-20 0,999 
 
7. Estudio de la reproducibilidad y eficacia del método 
 
 Con objeto de determinar la reproducibilidad del método de extracción, 
se han realizado cinco experimentos en días diferentes utilizando el músculo de 
rodaballo liofilizado como muestra. Las concentraciones medias obtenidas para 
cada compuesto en base a peso seco, así como la desviación estándar relativa 
entre cada medida se muestran en la Tabla VII-7. 
 
















B(a)A 21,01 23,47 22,68 21,63 21,94 22,15 4,32 
B(b)F 42,13 45,25 43,35 40,99 40,73 42,49 4,38 
B(k)F 20,78 22,12 21,15 19,91 19,50 20,69 4,99 
B(a)P 18,97 21,35 20,68 19,72 19,59 20,06 4,71 
Db(a,h)A 35,79 39,64 37,70 35,98 35,79 36,98 4,57 
I(1,2,3-cd)P 19,84 20,34 20,04 19,15 19,15 19,70 2,71 
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 Como se puede comprobar, se ha logrado una gran precisión en los 
resultados entre extracciones diferentes. Desviaciones estándar relativas 
inferiores al 5% avalan no sólo la reproducibilidad del método, sino también el 
grado de homogeneidad de la muestra. Los resultados indican que el material 
liofilizado es suficientemente homogéneo como para poder trabajar con 
tamaños de muestra de 0,2 g dentro de unos límites razonables de 
reproducibilidad. 
 
 El cálculo de recuperaciones se ha hecho mediante rectas de adición 
añadiendo a alícuotas de 0,2 g de muestra cantidades conocidas de cada 
compuesto estudiado, disueltas en acetonitrilo. Cada PAH fue adicionado en 
concentraciones correspondientes al 50, 100, 150 y 200% de las inicialmente 
encontradas en la muestra, de modo similar a lo explicado en los capítulos 
sobre muestras de madera y muestras de lodo de aguas residuales. Tras las 
adiciones, las muestras permanecieron a temperatura ambiente durante un día, 
permitiendo la evaporación del disolvente y la penetración de los compuestos 
adicionados en la estructura de la matriz. Posteriormente, las muestras fueron 
analizadas, representándose a partir de los resultados obtenidos las rectas de 
adición (concentraciones medidas frente a concentraciones adicionadas) y 
determinándose las recuperaciones del método como las pendientes de las 
rectas multiplicadas por 100. Los resultados de este estudio se muestran en la 
Tabla VII-8. 
 
Tabla VII-8: Estudio de eficacia del método para muestras liofilizadas de rodaballo. 
Compuesto Recta adición R2 Recup. (%) Error (%) 
B(a)A y = 1,054 x + 21,615 0,995 105,4 4,2 
B(b)F y = 0,976 x + 42,238 0,995 97,6 4,1 
B(k)F y = 1,034 x + 20,743 0,993 103,4 4,8 
B(a)P y = 0,996 x + 19,523 0,995 99,6 4,2 
Db(a,h)A y = 0,974 x + 36,324 0,995 97,4 4,1 
I(1,2,3-cd)P y = 0,950 x + 16,324 0,988 88,6 5,9 
 
 Como se puede observar, se han obtenido unas recuperaciones muy 
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8. Validación del método: Extracción de otras muestras de 
moluscos y pescados 
 
8.1. Extracción de muestras de salmón 
 
 El principal problema con el que nos hemos encontrado en el desarrollo 
del método de extracción de PAHs en pescados ha sido la co-elución de los 
lípidos. La presencia de estos compuestos en los extractos, como ya se indicó 
anteriormente, es sumamente perjudicial para la vida de la columna 
cromatográfica e interfiere en el análisis de los PAHs. Pero además, en este 
trabajo se ha comprobado su influencia negativa en las recuperaciones del 
método, al precipitar en los cambios de disolvente y arrastrar consigo a los 
compuestos de interés.  
 
 La elección de los materiales adsorbentes adecuados, así como el 
disolvente y su volumen para la elución de los analitos, ha sido fundamental 
para evitar la co-elución de los lípidos. Sin embargo, conocidos los problemas 
que pueden causar estos compuestos en el método analítico, se ha 
considerado oportuno comprobar la validez del método desarrollado con otra 
muestra de pescado con un contenido graso muy superior al del rodaballo 
(1,7%), como es el salmón, con un 16,5% de grasa. Los cromatogramas 
correspondientes a una muestra y un blanco de muestra de salmón se han 
mostrado ya en la Figura VII-4. A continuación, en la Tabla VII-9 se muestran 
los resultados del estudio de reproducibilidad y eficacia del método, 
desarrollados del mismo modo que para el rodaballo. 
 
Tabla VII-9: Estudio de reproducibilidad y eficacia del método de extracción para 





Recup. (%) Error  
recup. (%) 
B(a) 15,20 5,80 91,4 1,8 
B(b)F 31,20 3,41 88,7 2,1 
B(k)F 14,79 2,38 93,8 2,5 
B(a)P 14,37 7,87 88,7 1,8 
Db(a,h)A 28,90 3,82 86,6 1,9 
I(1,2,3-cd)P 15,69 2,14 80,4 1,9 
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 Comparando estos resultados con los obtenidos en el análisis de 
muestras de rodaballo, podemos observar desviaciones estándar relativas muy 
similares, que demuestran una homogeneidad del material liofilizado y una 
reproducibilidad en el método muy similar para ambas muestras. Las 
recuperaciones resultan ligeramente inferiores para la muestra con mayor 
contenido graso, sin embargo, valores entre el 80 y el 94% demuestran la 
elevada eficacia del método, incluso con una muestra que contiene del orden 
de 10 veces la cantidad de grasa que el músculo de rodaballo. Estos 
porcentajes de recuperación deben ser considerados un éxito, tratándose de 
una muestra que representa una de las situaciones más complejas que se 
puede presentar. 
 
8.2. Validación con un material de referencia 
 
  Una vez probada la eficacia del método con muestras de pescado de 
diferente naturaleza, para finalizar la validación se ha aplicado el método a la 
extracción de un material certificado suministrado por la NIST (National Institute 
of Standards and Technology) consistente en un tejido de mejillón liofilizado 
(SRM 2977). Este material, contiene todos los PAHs estudiados en este trabajo, 
a excepción del benzo(k)fluoranteno. Además, las concentraciones son 
inferiores a los niveles regulados por los organismos oficiales. 
 
 En la Figura VII-5 se muestran los resultados obtenidos tras realizar 5 
extracciones del material certificado y analizar los extractos por HPLC. Las 
concentraciones medidas no están corregidas con los porcentajes de 
recuperación, por lo que confirman las recuperaciones determinadas en los 
estudios realizados sobre las muestras de rodaballo y de salmón. Los valores 
certificados se muestran acompañados de su incertidumbre expandida. Los 
valores medidos se acompañan de sus incertidumbres, calculadas como 2s 
(dos veces la desviación estándar de 5 medidas). Como se puede comprobar, 
las concentraciones obtenidas para benzo(a)antraceno, benzo(a)pireno, 
dibenzo(a,h)antraceno e indeno(1,2,3-cd)pireno concuerdan con los valores 
certificados, teniendo en cuenta las incertidumbres. Tan solo el 
benzo(b)fluoranteno presenta un valor ligeramente inferior al certificado. Sin 
embargo se trata de una diferencia muy pequeña y posiblemente insignificante 
si tenemos en cuenta que el material de referencia certifica la homogeneidad 
para tamaños de muestra a partir de 3 g. En este trabajo, por las características 
del método de extracción, se han utilizado alícuotas de muestra de tan solo 0,2 
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g, por lo que las incertidumbres expandidas mostradas en el gráfico 

















Figura VII-5: Concentraciones encontradas en el material de referencia 





 En este capítulo se ha expuesto el desarrollo de un método sumamente 
sencillo para el análisis de PAHs en muestras de pescado. Se ha conseguido, a 
través de la elección de los materiales adsorbentes y disolvente adecuados, 
obtener extractos con un nivel mínimo de lípidos, los cuales han demostrado 
ser los principales causantes de las bajas recuperaciones en anteriores 
investigaciones. En este sentido, hay que destacar que el método ha sido 
probado con dos pescados con contenidos grasos extremos dentro de esta 
clase de matrices, obteniendo magníficas recuperaciones y reproducibilidades 
en ambos casos. 
 
 La validación del método con un material de referencia a base de tejido 
de mejillón liofilizado ha confirmado los buenos resultados obtenidos con las 
muestras preparadas en el laboratorio. Además, extiende la aplicabilidad del 
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 El método posee unos límites de detección y cuantificación inferiores a 
los niveles establecidos por los organismos oficiales como valores guía. Incluso 
la validación con el material de referencia ha sido realizada sobre niveles 
inferiores a estos valores, obteniendo resultados de gran exactitud. 
 
 Además de la eficacia del método, debemos destacar su rapidez y su 
bajo coste. No se necesita un instrumental específico ni sofisticado para realizar 
las extracciones y permite procesar una muestra en muy pocos minutos. Por 
otro lado, el consumo de disolventes es también muy bajo. Todas estas 
características, convierten a la técnica de MSPD en una excelente alternativa 
para la extracción de un gran número de muestras en controles rutinarios o 
intensas campañas de muestreo habitualmente necesarias en casos de 







































VIII. CONSIDERACIONES FINALES 
 
 
 Los hidrocarburos aromáticos policíclicos conforman posiblemente una 
de las familias de contaminantes ambientales más ampliamente investigadas 
dentro del campo de la química analítica. Su origen natural en el 
medioambiente, las crecientes emisiones antropogénicas, y su inclusión en 
todas las listas de contaminantes prioritarios, a las que se ha hecho referencia 
en la introducción de esta memoria (EPA, OMS, CERCLA, IARC…), los ha 
puesto históricamente en el punto de mira de los investigadores. Se trata por 
tanto de un campo exhaustivamente estudiado, con un gran número de 
publicaciones referentes a la determinación de estos compuestos en multitud 
de muestras de distinta naturaleza. 
 
 Sin embargo, el continuo desarrollo de la ciencia pone en manos de los 
investigadores nuevas herramientas, nuevas técnicas, nuevos equipos, y en 
definitiva abre nuevos caminos por los que la química analítica debe avanzar en 
busca de una continua mejora, entendida en este caso como simplificación de 
procesos, aumento de eficiencias, disminución de costes, etc. A pesar de que el 
campo de los PAHs ha sido ampliamente investigado, hoy por hoy el volumen 
de trabajos publicados sobre el tema sigue en continuo aumento. Además, 
estos compuestos siguen suscitando un gran interés en la sociedad como se ha 
evidenciado en estos últimos años en acontecimientos concretos como el del 
Prestige en el 2002, o la detección de benzo(a)pireno en aceite de orujo en el 
2001. 
 
 El trabajo recogido en esta memoria ha pretendido llevar a cabo el 
desarrollo de nuevas técnicas analíticas aplicadas al análisis de PAHs en 
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diversas muestras, algunas de las cuales han sido ya muy habituales en las 
publicaciones científicas, como es el caso de los lodos de aguas residuales o 
las aguas potables. 
 
 La primera parte de esta memoria se ha ceñido a la parte instrumental 
del análisis cromatográfico de PAHs. Se trata de un estudio sobre la separación 
por HPLC de los 16 compuestos recogidos por la EPA en sus listas de 
contaminantes prioritarios, aplicando por una parte una novedosa metodología 
de optimización de eluciones en gradiente ternario, y por otra probando la 
eficacia de las modernas columnas monolíticas. Debemos destacar que un 
grupo de compuestos tan exhaustivamente investigados a lo largo de los años, 
obviamente provoca la comercialización de un gran número de columnas 
cromatográficas específicas que logran separaciones de gran eficacia en 
tiempos relativamente cortos. Precisamente una de estas columnas específicas 
ha sido la utilizada a lo largo de la mayor parte de este trabajo. Sin embargo, 
las características de las columnas monolíticas han merecido el esfuerzo 
realizado para tratar de conseguir una separación más rápida y eficaz, con 
ayuda además del novedoso sistema de optimización de gradientes con fase 
móvil ternaria desarrollado en el propio grupo de investigación y cuya eficacia 
ha sido probada ya en anteriores trabajos. 
 
 Sin duda, la posibilidad de experimentar con diferentes flujos de fase 
móvil ha ampliado enormemente las posibilidades de la optimización. Aunque 
las eluciones en gradiente ternario no han logrado solventar la complicada tarea 
de mejorar las separaciones de PAHs conseguidas con columnas 
específicamente diseñadas por las distintas casas comerciales, el potencial de 
las columnas monolíticas para separaciones rápidas con flujos elevados ha 
quedado patente a lo largo de este estudio,  así como la enorme utilidad del 
programa de optimización y simulación de gradientes. 
 
 En los capítulos posteriores, el trabajo se ha centrado de forma más 
directa en la metodología analítica para la determinación de PAHs en diversas 
muestras, valiéndose de las nuevas herramientas y técnicas desarrolladas en 
los últimos tiempos en el campo de la química analítica.  
 
 No se pretende que este último capítulo sea una repetición de las 
conclusiones ya expuestas en cada uno de los capítulos anteriores, por lo que 
tan solo conviene puntualizar algunas conclusiones generales fruto de la 
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experiencia obtenida del trabajo diario con estos compuestos. En este sentido, 
si algo ha definido el comportamiento de los PAHs y al mismo tiempo ha dado 
lugar a las mayores complicaciones surgidas en el desarrollo de todo el trabajo 
ha sido su carácter sumamente hidrófobo. La baja polaridad de estos 
compuestos es la causante de pérdidas por adsorción en los recipientes de 
vidrio de porcentajes elevados de analitos en muestras de aguas potables 
contaminadas con niveles traza. En los primeros experimentos llevados a cabo 
en el trabajo de composición de muestras de agua potable esto ha supuesto 
constantes errores de predicción y resultados anómalos incluso en las muestras 
originales, contaminadas por adición en el propio laboratorio. El problema se ha 
resuelto con la adición de isopropanol a las muestras, el cual disminuye su 
polaridad hasta niveles suficientes para evitar las pérdidas por adsorción en 
períodos razonables de tiempo de almacenaje. En todo caso, la composición 
estratégica de muestras ha demostrado ser capaz de corregir pequeños errores 
de medida o debidos al deterioro puntual de una determinada muestra. 
 
 El mismo carácter hidrófobo ha sido causante del mayor obstáculo 
encontrado en el análisis de pescados por MSPD, aunque en este caso por 
razones diferentes. La lipofilicidad de los PAHs ha provocado grandes 
complicaciones para evitar la co-elución de los analitos con las grasas 
presentes en muestras biológicas. En el caso de los lodos de aguas residuales 
nos hemos encontrado inicialmente con los mismos problemas, que han sido 
solucionados finalmente con la saponificación de las grasas, un método 
destructivo que ha solucionado eficazmente los problemas debidos a la gran 
cantidad de interferencias de este tipo de muestras. Sin embargo, las 
características de la técnica de dispersión de matriz en fase sólida no ha 
permitido el uso de métodos destructivos como la saponificación. La elección 
de materiales adsorbentes adecuados y un apropiado volumen de disolvente de 
elución han sido pues las claves para una extracción eficaz. 
 
 Obviamente ni las muestras de madera ni las de agua potable han 
presentado problemas de interferencias debidas a compuestos lipídicos. Como 
se ha comentado anteriormente, los mayores problemas en el caso de las 
aguas se debieron a la adsorción de los compuestos en los recipientes que 
contenían las muestras. Las maderas, como es lógico, no presentan estos 
problemas y seguramente ha sido la matriz cuyo análisis ha resultado más 
sencillo. Los elevados niveles de concentración de los PAHs en esta muestra, 
por supuesto también han contribuido a ello. 




 Evidentemente, no todo han sido inconvenientes, ya que otras 
características de estos compuestos han sido clave para la obtención de 
buenos resultados. Los PAHs no son fácilmente degradables, o al menos esta 
degradación se produce de forma muy lenta. Tan solo han sido necesarios 
cuidados muy básicos, como la conservación de las muestras, disoluciones 
patrón y extractos en viales de color ámbar y a bajas temperaturas. En general, 
y tratándose de disoluciones en disolventes orgánicos, no se han observado 
pérdidas significativas en el transcurso de varios meses, incluso años. 
 
 La baja volatilidad de la mayoría de los PAHs ha sido determinante a la 
hora de obtener recuperaciones cuantitativas, teniendo en cuenta que en la 
mayoría de los métodos se han concentrado los extractos finales mediante 
corriente de nitrógeno. Tan solo los más ligeros, como el naftaleno, acenaftileno 
y acenafteno presentan importantes pérdidas por volatilización, pero debemos 
indicar que a pesar de estar recogidos en la lista de los 16 PAHs catalogados 
como contaminantes prioritarios por la EPA, no figuran en las distintas 
regulaciones de la Comunidad Europea, que considera los compuestos de 
mayor peso molecular como los más tóxicos. 
 
 De forma general, se puede decir que los métodos desarrollados en este 
trabajo han supuesto la aplicación de técnicas de extracción y herramientas 
analíticas novedosas a la determinación de PAHs en diferentes muestras de 
interés medioambiental. La eficacia de los métodos ha sido probada bien con 
materiales de referencia o bien mediante métodos de validación (rectas de 
adición) y los límites de detección han estado siempre por debajo de los niveles 
regulados por la legislación vigente. En definitiva, esta memoria recoge un 
episodio más sobre la aplicación de las últimas tecnologías al servicio del 
análisis de PAHs, un campo en el que a buen seguro se seguirá progresando 














AcN  Acetonitrilo 
   
AESA  Agencia española de seguridad 
alimentaria 
   
ASE Accelerated solvent extraction Extracción acelerada con 
disolvente 
   
ATSDR Agency for toxic substances 
and disease registry 
Agencia de registro de 
sustancias tóxicas y 
enfermedades 
   
BOE  Boletín oficial del estado 
   
CERCLA Comprehensive environmental 
response, compensation, and 
Liability act 
Respuesta, compensación y 
responsabilidad medioambiental 
integrada 
   
CRF Chromatography response 
function 
Función de respuesta 
cromatográfica 
   
DNA / 
ADN 
Deoxyribonucleic acid Ácido desoxirribonucleico 
   
GC-FID Gas chromatography – flame 
ionization detector 
Cromatografía de gases – 
detector de ionización a la llama 
   
GC-MS Gas chromatography – mass 
spectrometry 
Cromatografía de gases – 
espectrometría de masas 
   
EPA Environmental protection 
agency 
Agencia de protección 
medioambiental 
   
224 Acrónimos 
 
HPLC High-performance liquid 
chromatography 
Cromatografía líquida de alta 
resolución 
   
HPLC-MS High-performance liquid 
chromatography – mass 
spectrometry 
Cromatografía líquida de alta 
resolución – espectrometría de 
masas 
   
IARC Internacional agency for 
research on cancer 
Agencia internacional de 
investigación sobre el cáncer 
   
GST Gluotathione S-transferase Glutatión S-transferasa 
   
KOW Octanol/water partition 
coefficient 
Coeficiente de partición octanol 
/ agua 
   
LLE Liquid – liquid extraction Extracción líquido - líquido 
   
LSE Liquid – solid extraction Extracción sólido - líquido 
   
MAE Microwave – assisted extraction Extracción asistida por 
microondas 
   
MeOH  Metanol 
   
MFO Mixed function oxidases Oxigenasas de función mixta 
   
MSPD Matrix solid-phase dispersion Dispersión de matriz en fase 
sólida 
   
NIST National Institute of Standards 
and Technology 
Instituto nacional de estándares 
y tecnología 
   
NPL National priorities list  
OMS / 
WHO 
World health organisation Organización mundial de la 
salud 
   






   
PCBs Polychlorinated biphenyles Bifenilos policlorados 
   
PEEK Poly(ether ether ketone) Poli (éter éter cetona) 
   
POPs Persistent organic pollutants Contaminantes orgánicos 
persistentes 
   
ppb Parts per billion Partes por billón americano 
   
ppm Parts per million Partes por millón 
   
SBSE Stirring bar sorptive extraction Extracción con barra agitadora 
sorbente 
   
SFE Supercritical fluid extraction Extracción con fluidos 
supercríticos 
   
SPE Solid phase extraction Extracción en fase sólida 
   
SPME Solid – phase microextraction Microextracción en fase sólida 
   
SSC Strategic sample composition Composición estratégica de 
muestras 
   
tD Delay time Tiempo de delay o tiempo de 
retardo 
   
tM  Tiempo muerto 
   
tR  Tiempo de retención 
   
UPLC Ultra-performance liquid 
chromatography 
Cromatografía líquida de 
ultraresolución 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
